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11. INTRODUCCIÓ GENERAL
EL COMPLEX CARTHAMUS-CARDUNCELLUS
A la conca mediterránia, el complex constitu'it per dos generes de les Asteraceae - Cardueae,
Carduncellus Adans. i Carthamus L., esta format per unes 50 especies (Dittrich, 1977).
Aquests dos generes presenten una área de distribució que va de la Península Ibérica i Marroc
a l'oest asiátic, Per una banda, el nucli de Carduncellus se centra a l'oest de la Mediterránia
(Península Ibérica i nord d'África), amb extensions cap a l'est: Grecia, Líbia i Egipte; per
l'altra, el nucli de Carthamus se centra a l'est de la conca mediterránia, a excepció d'una
secció endémica del sud de la Península Ibérica i Marroc (Fig. 1).
Alguna especie, com Carthamus lanatus L., probablement d'origen híbrid, esta ámpliament
naturalitzada com a mala herba al'oest de la regió mediterránia. Aquesta especie, juntament
amb Carthamus creticus L. i C. leucocaulos Sibth. & Sm., es troba a les regions climátiques
mediterránies d'Argentina, California i Sud-áfrica (Knowles & Ashri, 1958; Ashri &
Knowles, 1960; Hanelt, 1963; Estilai & Knowles, 1978). El Departament d' Agricultura deIs
Estats Units (USDA) té catalogades aquestes tres especies com introduídes i altament
invasives en diversos estats (http://plants.usda.gov). Per contra, Carthamus tinctorius L. és
una especie cultivada, d'origen desconegut, pero amb una amplia distribució com a cultiu, ja
que és una planta de la qual s'extreu oli en diversos paisos subtropicals (Hanelt, 1963, 1976) i
que també es cultiva com a substitutiu del safrá,
La posició d'aquest complex dins la tribu de les Cardueae ha estat des de sempre
problematica i, a més, alguns generes encara no han estat clarament delimitats. Aquesta
confusió existent s'ampliá amb la incorporació d'un nou genere, Femeniasia Susanna
(Susanna et al., 1995; Wagenitz & Hel1wig, 1996) dins el complexo
-- -- -- --- .
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Figura 1. Distribució geográfica dels diferents generes que formen el complex Carthamus-
Carduncellus.
Assignació subtribal
Cassin i (1819) inclogu é Carduncellus i una part de Carthamus dins la subtribu de les
Carduinae, mentre classificá Carthamus sensu stricto dins les Centaureinae. La següent
proposta de c1assificació col, loca Carduncellus i Carthamus dins una nova subtribu
Carthaminae, intermedia entre les dues subtribus més grans de les Cardueae, Carduinae i
Centaureinae (De Candolle, 1838; Nyman, 1878-1890). Més tard, Godron (1852) i
Battandier (1890) retornaren a la c1assificació de Cassini (1819) i inclogueren Carduncellus
un altre cop dins les Carduinae i Carthamus en les Centaureinae. Finalment, Bentham
(1873) classificá els dos generes en la subtribu Centaureinae, a l'igual que Hoffmann (1894)
posteriorment. Avui dia, l' opinió general és incloure tot el complex dins les Centaureinae
(Bremer, 1994; Susanna et al. , 1995; Wagenitz & Hellwig, 1996).
De forma similar, Femeniasia fou descrita i classificada dins les Carduinae (Susanna, 1987) i
posteriorment ubicada dins la subtribu de les Centaureinae (Bremer, 1994; Susanna et al.,
1995; Wagenitz & Hellwig, 1996).
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Dos peculiars carácters morfol ógics són els príncipals responsables d'aquestes fluctuacions
de l'assignació subtribal. Primer, la majoría de les especies d'aquest complex tenen fulles
espinoses, essent aquest carácter dominant en les Carduinae pero molt inusual en les
Centaureinae. En segon lloc, el vil-Iá no diferenciat caduc trobat en algunes especies de
Carduncellus (Cassini, 1819; Dittrich, 1969) i Femeniasia (Susanna, 1987) es considera més
representatiu de la subtribu Carduinae. D 'altra banda, I'hábit espinós es pot explicar
facilment com una adaptació secundaría contra els herbívors, mentre que la reducció d'un
vil, la doble a un viHa simple no diferenciat és freqüent en la subtribu de les Centaureinae i el
seu valor sistemátic és mínim (Dittrich, 1968c, 1969; Wagenitz & Hellwig, 1996).
Delimitació generíca
El principal problema que trobem dins aquest complex és la delimitació genérica de
Carduncellus i Carthamus. Dissortadament, els nombrosos intents per solucionar aquest
problema central han portat a la divisió dels dos generes creant encara més dificultats.
Exemples d'aquest problema són la posició sistemática dels generes Kentrophyllum Necker i
Phonus Hill, separats de Carthamus , i Lamottea Pomel, segregada de Carduncellus. També
la posició sistemática de dues rares especies endemiques del nord d'África, Carduncellus
mareoticus (Del.) Hanelt i Carduncellus fruticosus (Maire) Hanelt, ha estat controvertida ja
que han estat classificades en quatre generes diferents: Carduncellus, Carthamus, Femeniasia
i Phonus. Una revisió de la classificació genérica es detalla a la Taula 1.
Un altre problema afegit és situar el genere monotípic Femeniasia dins aquest complexo Des
de la descripció d'aquest genere monotípic (Susanna, 1987), ni tan soIs una conjectura pot
fer-se de quines són les relacions d'aquesta especie i el grup de Carthamus-Carduncellus.
Carduncellus i Carthamus: La línia que separa Carduncellus de Carthamus ha fluctuat
ampliament depenent dels carácters escollits. López González (1990) llistá tres possibles
criteris per diferenciar Carthamus i Carduncellus: la morfologia i l'estructura del vil-la,
l'anatomia del pericarp i la morfologia de les bráctees mitjanes i/o internes del capítol.
S'han trobat dos tipus de vil-lá dins el comp1ex Carthamus-Carduncellus. El més comú és el
viHa doble, format per dos verticils diferents: el vil, la intern més curt i connivent i un vil-lá
extem més llarg, pluriseriat, amb sedes desiguals, linears o paleácies (Dittrich, 1968c, 1969).
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Kentrophyllum
sect. Atraxyle
sect. Odontagnathia
sect. Thamnacantha
POMEL (1874)
Kentrophyllum
Carduncellus
Carduncellus
Carthamus
Durandoa
Onobroma
Onobroma
sect. Euonobroma
sect. Cirsiastrum
BENTHAM (1873) BOISSIER (1875) HOFFMANN (1894)
Carduncellus
BATTANDIER (1890)
Kentrophyllum
sect. Durandoa
sect. Atraxyle
HANELT (1963)
Carthamus
Carthamus Carduncellus
sect. Cyanoidei
sect. Cirsiastri
sect. Phaeolepides
Carthamus Carduncellus
sect. Atractylis
sect. Carthamus
sect. Lepidopappus
sect. Odontagnathius
sect. Thamnacanthus
LOPEZ GONZALEZ (1990)
Carthamus
sect. Atractylis
sect. Carthamus
sect. Odontagnathius
Carduncellus Lamottea Phonus
Taula 1. Diferents c1assificacions genériques del complex Carthamus-Carduncellus.
Aquest tipus de vil-la pot ser persistent o decidu i freqüentment absent en els aquenis
periférics. És present en totes les especies de Carthamus i en un grup d'esp écies de
Carduncellus, que han estat segregades com un genere diferent: Lamottea Pomel, en funció
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d'aquest carácter. El segon tipus de vil-lá es caracteritza per ser un villá indiferenciat amb
sedes linears més o menys iguals, decidu o semidecidu com una simple peca unida per mitjá
d'un anell basal. Aquest vil-lá és típic del genere Carduncellus sensu stricto (exclós
Lamottea). Les característiques del vil-lá [oren la base de la c1assificació proposada per De
Candolle (1838), Boissier (1873), Bentham (1873), Battandier (1890) i López González
(1990).
Pel que fa a l'estructura del pericarp, algunes especies del complex, pertanyents al genere
Carthamus, se segregaren com un nou genere, els membres del qual (Phonus) es
caracteritzen per presentar un pericarp indiferenciat (Dittrich, 1969). López González (1990)
considera que aquest carácter era un poderós argument per a la segregació de Phonus com un
genere nou.
El tercer carácter important és la presencia d 'ap éndixs semicirculars, cucul-liformes,
marronosos i escariosos a les bráctees mitjanes i/o internes de l'involucre, un carácter típic de
Carduncellus en la delimitació feta per Hanelt (1963, 1976). López González (1990)
considera que aquest carácter era irrel1evant en la c1assificació, ja que aquests apéndixs no es
traben en algunes especies usualment incloses dins del genere Carduncellus.
Lamottea i Phonus: Pomel (1860) segrega algunes especies de Carduncellus [c. caeruleus
(L.) DC., C. calvus Boiss. & Reut., C. dianius Webb i C. helenioides (Desf.) Hanelt] en un
nou genere Lamottea, atenent a carácters carpológics, com la presencia d 'un vil-la doble i
persistent. Posteriorment, altres autors (Boissier, 1873 ; Battandier, 1890; Jahandiez & Maire,
1934; Quézel & Santa, 1963) desplacaren al genere Carthamus aquestes especies del genere
Lamottea, donades les característiques del vil-la . Tanmateix, en tenir la majoria d'especies
d'aquest genere bráctees mitjanes i/o internes amb ap éndixs cucul-liformes, Hanelt (1963) i
Rivas Goday & Rivas Martínez (1967) les traspassaren altre cop al genere Carduncellus.
Finalment, López González (1990) transferí altre cop aquestes especies a Lamottea.
Per altra banda, Carthamus sect. Thamnacanthus fou redescrit com Phonus Hil1 per Pomel
(1860 , 1874). En el descrigué primer com Durandoa Pomel, pero aquest nom il-Iegítim fou
corregir com Phonus per López González (1990). Les especies d'aquesta secció de
Carthamus tenen alguns carácters conflictius que les fan diferents de les de la resta del
genere. Aquestes especies són subarbustives, mentre que la resta d'espécics de Carthamus
Carduncellus fruticosus i Carduncellus mareoticus: Aquestes dues especies nord-africanes
són problemátiques pel que fa a la seva assignació genérica. Al llarg de la historia, han estat
són anuals; els aquenis són més similars als de Carduncellus per tenir un vil-lá caduc o
semicaduc i el pericarp ser indiferenciat (Dittrich, 1969); la seva área de distribució és l' oest
de la Mediterránia, amb dues especies endémiques del sud de la Península Ib érica i Marroc
(Fig. 1). El fet que les especies de Phonus no tinguin els apendixs cucul-Iiformes a les
bráctees mitjanes i/o internes típiques de Carduncellus, féu que Hanelt (1963) les retingués
dins el genere Carthamus, si bé reconeixia que aquesta c1assificació no era natural.
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Femeniasia: Aquest genere monotípic fou descrit prenent com a base Centaurea balearica
Rodríguez Femenías, especie endémica de Menorca (Illes Balears) (Fig. 1). Susanna (1987)
s'adoná que els aquenis d'aquesta especie eren aberrants amb els aquenis del genere
Centaurea i suggerí un genere nou, Femeniasia, i que s'havia de traspassar a la subtribu
Carduinae. Seguidament, Bremer (1994), Susanna et al. (1995) i Wagenitz & Hellwig (1996)
suggeriren que s 'hauria de c1assificar en les Centaureinae, próxim al complex Carthamus-
Carduncellus. Tanmateix, segueixen sent poc c1ares les relacions d'aquest genere
monoespecífic i la resta de generes del complexo
Kentrophyllum: Donada I'existéncia d'algunes diferencies en els carácters vegetatius i en els
aquenis, Cassini (1819) i De Candolle (1838) suggeriren que el genere Carthamus inclogués
solament el grup d'espécies de Carthamus tinctorius (Carthamus sect. Carthamus) i que les
especies restants s 'haurien de c1assificar en un genere separat, Kentrophyllum. Els números
cromosómics donaren suport a aquesta segregació, ja que les especies de Carthamus sect.
Carthamus tenen solament el número cromosomic x = 12, mentre que les especies de la resta
de seccions mostren una serie disploide amb el número cromosórnic básic que va de x = 12 a
x = 10, essent x = 10 el més freqüent (Estilai & Knowles, 1976, 1978). Diverses observacions
i experiments demostraren que eren freqüents els híbrids dins de Carthamus i també dins de
Kentrophyllum i que podien ser fértils, mentre que era dificil d 'obtenir híbrids de Carthamus
i Kentrophyllum i que, quan se n'obtenien, eren estérils (Ashri & Knowles, 1960; Ashri,
1961; Schank & Knowles, 1964; Estilai & Knowles, 1976, 1978; Estilai, 1977a).
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descrites com Carthamus, pero en tenir rudiments dels apendixs cucul-liformes a les bráctees
mitjanes i/o internes, Hanelt (1963) les transferí al genere Carduncellus. Pero pel fet que
rambé presenten un vil, la decidu o semidecidu i un pericarp indiferenciat, López González
(1990) les classificá dins el genere Phonus. Per altra banda, Carduncellus fruticosus ha estat
recentment combinat com Femeniasia fruticosa (Maire) Petit (Petit, 1997).
Dues solucions han estat proposades per resoldre el problema sistemátic i taxonómic que hem
descrit. Dittrich (1969) suggerí retornar a l'antiga classificació de Linné (1753), on totes les
especies del complex s'agrupaven en un sol genere Carthamus, pero tal com indicava Hanelt
(1963), aixó solament traspassava aquest problema a un ordre jerárquic inferior al genéric.
De forma alternativa, López González (1990) proposá dividir el complex Carthamus-
Carduncellus en quatre generes: Carthamus, Carduncellus, Lamottea i Phonus (Taula 1).
Tal com ha demostrat la historia de la classificació taxonómica d'aquest complex i les
posteriors rec1assificacions que ha anat patint, és obvi que cap dels carácters, ni els aquenis ni
les bráctees de l'involucre, poden per si soIs donar una clara separació dels dos generes,
observació ja feta amb anterioritat per Hanelt (1963), Dittrich (1969) i López González
(1990).
Per minimitzar la confusió que hi ha en la denominació genérica de les diferents especies que
formen part d'aquest complex, en tot el treball s'ha utilitzat la delimitació genérica utilitzada
per Hanelt (1963) (vegeu Taula 1).
OBJECTIUS GENERALS
L'objectiu d'aquest estudi és incrementar el coneixement de les especies que formen el
complex Carthamus-Carduncellus, a fi de poder establir una bona delimitació taxonómica de
cadascun deIs generes que formen part d'aquest complex, estudiant tant diferents carácters
morfologics, palinológics, cariológics, com fent estudis moleculars. A més, s'avalua l'ús de
diferents técniques moleculars per a l'estudi de relacions filogenétiques i d 'híbrids dins del
genere Carthamus. Per assolir aquest objectiu general es plantejaren els objectius específics
següents:
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1. Fer una revisió deIs car ácters morfológics utilitzats per diferents autors per
establir la separació gen érica del complexo
2. Fer un estudi palinol ógic de diverses especies representatives deIs diferents
generes que integren el complex per establir quin tipus pol-línic presenten i
esbrinar si es pot utilitzar com a carácter diferencial dels diferents generes que
formen part del complexo
3. Comprovar i donar noves dades cariológiques de les diferents especies que
componen el complex Carthamus-Carduncellus.
4. Examinar les relacions filogenétiques del complex Carthamus-Carduncellus,
basades en l' análisi de les seqüencies de les regions ITS 1 i ITS2 del DNA
ribosómic nuclear.
5. Avaluar la utilitat de la técnica dels marcadors RAPD (DNA polimórfic amplificat
a l'atzar) per a l'estudi de les relacions filogenétiques de les sect. Odontagnathius,
Lepidopappus i Atractylis del genere Carthamus.
6. Comprovar la hipótesi de l' origen al-lopolíploide de Carthamus creticus C.
turkestanicus amb diferents técniques moleculars.
92. CARÁCTERS MORFOLOGICS
INTRODUCCIÓ
EIs estudis de la morfologia del capítol i deIs seus fruits han estat abundants i primordials en
la família de les Compostes, denotant la seva importancia a l 'hora d'establir una c1assificació
filogenética. AIguns exemples d'aquests estudis han estat en les tribus Anthemideae
(Kynélová, 1970), Heliantheae (Sáenz, 1981); en les subtribus Carduinae (Dittrich, 1970;
Haffner, 2000) i Centaureinae (Dittrich, 1968c), en els generes Bidens i Coreopsis (Tadesse
et al., 1995); Centaurea (Dittrich, 1968a, 1968b) ; Crupina (Briquet, 1930) i Galactites
(Fourment et al., 1957).
Les especies que formen part del complex Carthamus-Carduncellus també han estat
relativament ben estudiades, tant morfol ógicament (Hanelt, 1963; Dittrich, 1968c) com
anatómicament (Dittrich, 1969). A part de l'estudi extensiu de l'anatomia de les llavors del
complex Carthamus-Carduncellus (20 especies) fet per Dittrich (1969), es realitzaren altres
estudis més puntuals pel que fa referencia al nombre d'esp écies estudiades, com són els de
Hanausek (1911) i Ebert & Knowles (1968) [Carthamus tinctorius L.], i Singh & Pandey
(1984) [C. oxyacantha L. i C. creticus L.].
Tal i com s'ha indicat anteriorment, la delimitació gen érica del complex ha anat variant en
funció de la utilització de diferents car ácters morfológics, com són la morfologia de les
bráctees mitjanes i internes de l'involucre (Hanelt, 1963) , la morfologia i estructura del vil-la,
i ¡'anatomia del pericarp (López González, 1990). Per aixó s'ha realitzat un estudi deIs
següents carácters:
(a) Disposició de les primeres fulles. En les diferents sembres realitzades en el viver de
l'Institut Botánic de Barcelona, s'ha vist que les especies d'aquest complex presenten dos
tipus diferents de disposició de les primeres fulles: per una banda, especies en que les dues
primeres fulles que s'originen després deIs cotiledons es disposen de forma oposada; i per
l' altra, especies en que es disposen de forma alterna.
(b) Color de la flor. AIguns autors feren referencia al color deIs flósculs per separar el
complex en diferents generes (Sostakovskij, 1947; apud Hanelt, 1963).
(e) Bráctees de 1'involucre. S 'ha fet una descripció de la forma, marge, llargada relativa,
nerviació i l'existencia d'apendix en els diferents verticils, extern, mitj á i intern, de les
bráctees involucrals. El carácter relatiu a l'existencia d'apéndix a les bráctees ha servit de
base per a la separació genérica proposada per Hanelt (1963).
(d) Morfologia de l'aqueni. EIs carácters morfológics que s'han descrit han estat les mides, la
forma, el color i la superficie de I'aqueni. Aquests són uns car ácters prou constants per a cada
especie, encara que en la forma pot haver-hi certa variació segons la posició de l'aqueni en el
receptacle.
(e) Estructura del vil-la. En aquest apartat s'ha indicat la presencia o abs éncia del vil· la, si és
persistent o caduc, simple o doble, la llargada i la morfologia de les palees i, en cas que el
vil· la fos doble, tots aquests carácters en els diferents verticils.
Discernir que el vil-la és simple o doble pot ser complicat, de manera que molt sovint s'han
donat interpretacions errónies, En el present estudi, s'ha seguit la definició de viHa simple o
doble feta per Dittrich (1970, 1977), en que el vil-la simple correspon a un vil-la uniseriat o
multiseriat format per palees de llargada i forma igual. Per contra, el vil· la doble és
multiseriat i els elements més externs es tomen gradualment més llargs a mida que es va cap
a dins. A més, el vil-lá intern presenta diferencies morfológiques quant a la llargada i a
l' amplada i sovint pot tenir la base aprimada i en forma de cullera. EIs dos tipus de vil· la
poden ser persistents o caducs, tant individualment com en anell, encara que és més freqüent
que sigui caduc el vil-la doble.
(f) Anatomia de l'aqueni. La descripció i interpretació deIs diferents talls , tant longitudinals
com transversals, es féu seguint la descripció realitzada per Hanausek (1911) en Carthamus
tinctorius, en que diferencia les següents estructures de dins a fora: una endosperma que
tanca l'embrió; la coberta de la llavor (testa) i el pericarp o paret del fruit.
Hanausek (1911) també separa el pericarp en cinc parts, si bé en algunes especies del
complex en pot mancar alguna. Les diferents estructures del pericarp de fora a dins són:
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Epidermis: generalment uniestratificada, esta protegida per una cutícula 1 a
vegades pot presentar pigments foscos en el seu interior.
Hipodermis: formada per una o diverses capes de céllules parenquimatoses de
parets primes i que són diferents a les dels teixits adjacents. Alguns autors (Sáenz,
1981) els atribueix la capacitat d' absorbir aigua i difondre-la uniformement pel
pericarp, afavorint la germinació de la llavor.
Teixit csolerenquimátic extern: constituit per cel-lules de parets engruixides, més o
menys lignificades. Les cel-Iules d'aquest teixit poden variar en les diferents capes
del teixit esclerenquimátic, essent les internes allargades en l' eix longitudinal de
l'aqueni (Roth, 1977).
Capa de fitomelanina o mantell excretor: anomenada de diverses maneres per
altres autors, com capa fosca o capa de carbó. Correspon a una capa amorfa de
color marró fose que és el resultat de l' excreció realitzada per cel-lules internes i
la seva posterior oxidació (Sáenz, 1981). La funció d'aquesta capa no esta molt
clara, si bé alguns autors (Hanausek, 1911) li atribueixen una protecció mecánica
del pericarp o una protecció front a l'excés d'insolació.
Teixit esclerenquimátic intern: de característiques similars a la capa externa. En el
seu interior es localitza el sistema vascular que travessa longitudinalment el
pericarp. El nombre de feixos principals és de quatre, dos dorsals idos marginals;
en els fruits que presenten costelles, aquestes es corresponen amb els feixos.
La testa o coberta de la llavor esta constituida en les Centaureinae per una epidermis formada
per cel-lules colenquimátiques en palissada, amb les parets radials aprimades i lignificades i
per cel-lules, parenquimatoses (hipodermis), on es troba el sistema vascular de la testa
(Dittrich, 1968a, 1968b,1977).
La placa apical de l'aqueni correspon a la zona d'inserció del vil, la, la corolla i l'estil. En
algunes especies es troben les cel-lules del coixinet ("Polsterzellen"; Dittrich, 1968a, 1969),
que són estructures especials de l' epidermis que tenen unes parets primes i allongades
anticlinalment a la superficie de la placa apical; a vegades es divideixen periclinalment
fonnant dues capes de cel-Iules (Roth, 1977). Aquestes cél-lules epidermiques gegants
serveixen de teixit d'emmagatzemament d'aigua (Dittrich, 1968a; Roth, 1977).
OBJECTIUS DE L'ESTUDI
MATERIAL 1 METODES
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EIs objectius d'aquest estudi foren, en pnmer lloc, confrontar els diferents carácters
morfológics ja estudiats pels diferents autors, incorporant noves dades d'especies no
estudiades; en segon lloc, aportar l'observació de nous carácters, com la disposició de les
primeres fulles; i en tercer lloc , veure com evolucionaven els carácters i si, en definitiva,
podien ser utilitzats per a la delimitació genérica del complex Carthamus-Carduncellus.
A més de totes aquestes parts, s'ha ressenyat la localització de la zona d'abscisió en l'aqueni.
Les diferents parts de la morfologia de l'aqueni estan detallades en la Fig. 2.
Material utilitzat
Per a l'estudi dels diversos carácters morfológics s'usaren diferents tipus de materials, segons
fos el carácter:
(a) material de plantes silvestres cultivades en testos en el viver de l'Institut Botánic
de Barcelona per al'estudi de la disposieió de les primeres fulles i el color de les
flors.
(b) material procedent d'herbari per a l 'estudi de les bráctees involucrals i el color de
les flors.
(e) llavors proeedents del bane de germoplasma de l ,Institut Botánic de Barcelona per
a l'estudi de l'estructura del vil-la i la morfologia i l'anatomia de l'aqueni.
Per a les mesures del viHa i de la llargada i amplada de l'aqueni s'utilitzaren 10 llavors
diferents; no es realitzá un major nombre de mesures ja que en cap moment es pretenia fer un
estudi de la variabilitat específica ni comparar les diferents especies o generes amb carácters
quantitatius.
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Figura 2. Esquema de les parts de l'aqueni de Carthamus dentatus subsp. ruber. (a) talllongitudinal;
(b) tall transversal. Escala = 1 mm.
Metodes utilitzats
L'estudi de l'estructura del vil·la es féu sota un estereoscopi Nikon 44762, previa humectació
del vil-la, ja que aixó ajudá a reconeixer els diferents verticils i permeté identificar amb certa
facilitat si era simple o doble (Susanna, comunicació personal); seguidament, es féu un tall
longitudinal de l'aqueni.
Per a l'estudi de l'anatomia de l'aqueni les llavors foren tractades primer amb un detergent,
laurilsulfat de sodi, ja que aixó facilita estovar i inflar el material sense malmetre'l (Dawson,
1961). El procediment seguit fou el següent: es bullí el material amb laurilsulfat de sodi al
5% durant un minut; després es deixá amb laurilsulfat de sodi al 30% de 7 a 10 dies a 20°C
per evitar la precipitació del detergent; es féu un rentat abundant amb aigua corrent i un
darrer rentat amb alcohol de 70° per evacuar l' aire dels teixits.
Seguidament, es fixá el material amb formol, es realitz á el procés de deshidratació amb
rentats successius d'una hora cada un amb alcohol de 70°, 80°, 96° i tres rentats amb alcohol
de 99°; s'aclarí amb xilé (2 vegades durant una hora cada rentat) i es realitzá una infiltració
lenta amb parafina líquida, dues infiltracions d'una hora i una tercera infiltració de dues
hores .
EIs blocs de parafina es realitzaren en un motIle metál-Iic, on s'orientá la mostra i es posa la
parafina líquida a 60° - 65°C. El bloc es deixá refredar en una placa freda i posteriorment es
tragué el motIló, aconseguint el bloc de parafina a punt de ser tallat.
EIs talls es feren amb un micrótom Leitz 1512 a 5 - 6 /lm , utilitzant portaobjectes tractats
amb gelatina per evitar al máxim que els talls es desprenguessin del portaobjectes quan les
mostres es rehidrataven.
Tot seguit , es realitzá una rehidratació de les seccions amb 3 rentats amb xilé, 2 rentats amb
alcohol de 99°, un rentat amb alcohol de 96°, un rentat amb alcohol de 80° i un últim rentat
amb alcohol de 70°; essent tots els rentats d'una durada de 10 minuts. Per finalitzar, es féu
una tinció doble amb fucsina ácida i "fast-green", seguint el protocol de Johansen (1940):
rentat amb aigua corrent.
rentat amb alcohol de 70°.
rentat amb alcohol de 95°.
tinció durant 20 minuts amb fucsina ácida al' 1% en alcohol de 70°.
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rentat de l'excés de colorant submergint el portaobjectes amb aigua corrent,
repetint el procés 2 o 3 vegades.
rentat amb alcohol de 95° durant pocs segons.
neteja de la part inferior del portaobjectes i tinció dels talls amb una solució de
"fast-green" al 0,5% en metilcellosolve/alcohol absolut/oli de clau a parts iguals.
neteja amb una barreja a parts iguals d'alcohol absolut/oli de clau/xil é,
rentat amb xilé.
muntatge amb bálsam de Canadá.
De cada especie estudiada es realitzaren talls longitudinals i transversals de l' aqueni, i foren
observats en un microscopi óptic Olympus U-TVl; posteriorment es fotografiaren amb una
camera digital Olympus Camedia C3030. EIs esquemes dels talls longitudinals i transversals
es dibuixaren amb una camera clara associada a un estereoscopi Leica NZ8. Les preparacions
permanents estan dipositades en el Laboratori de Sistemática Molecular de 1'Institut Botánic
de Barcelona.
S'efectuá una descripció detallada per a cada especie de tots els car ácters estudiats, tenint en
compte que aquestes especies abracessin tots els possibles generes descrits dins el complexo
EIs resultats s'han il-lustrat amb alguns exemples representatius de la variabilitat observada
dels diferents car ácters morfol ógics (Figs. 3-16).
RESULTATS
Carduncellus Adans.
Carduncellus araneosus Boiss. & Reut.
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3a); detall de la planta (Fig. 4a); detall del vil-la (Fig.
lOa); detall del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. l4a).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
Bractees externes de l'involucre foliácies, d'ovals a lanceolades, una mica pubescents, amb
nerviació paral·lela marcada i de mida similar a les bráctees mitjanes i internes, llargament
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espinosodentades, amb espines vulnerants. Br áctees mitjanes lanceolades, amb nerviació
paraHela, de marge enter, amb un apéndix espinosodentat i una espina terminal vulnerant.
Bnlctees internes de linears a lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge enter,
amb un apendix cucul -liforme, orbicular, escariós, fimbriat i de color groc pál-lid,
Aquenis de 5,5 - 6,5 x 2,1 - 2,5 mm, obpiramidals, amb 4 - 6 costelles molt marcades,
prolongades apicalment en una dent, amb una petita cresta apical, de color blanquinós a groc
paHid i de superficie rugosa. Vil-lá doble, caduc en anell, de color blanc a color groc pállid,
plomós, d'aproximadament 11 - 12 mm; vil-la extem pluriseriat, essent les palees més
externes més curtes; vil -la intern uniseriat.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules arrodonides i recoberta per una cutícula molt desenvolupada. Hipodermis amb tres
capes de cel-Iules arrodonides. Teixit esclerenquimátic extem poc desenvolupat, amb 5 - 6
capes de cel-lules poc lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern format per 4 - 5 capes de cel-lules poc lignificades; enmig d'aquest
teixit, en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat
eristalls d'oxalat cálcic, Testa formada per una epidermis amb 2 capes de cél-lules i per una
hipodermis amb 7 capes, on hi ha els feixos intertegumentaris. Placa apical amb el marge
extern en angle recte , amb cél-lules epidermiques no diferents a les de la resta de l'aqueni i
célIules esclerenquimátiques menys lignifieades. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ESPANYA, Toledo: entre Huerta de Valdecarábanos i Cabañas de Yepes, Garcia-Jacas,
Susanna 1603 i Vilatersana , 22.06.1996 (BC) .
Carduncellus caeruleus (L.) C. Presl.
Detall de la planta (Fig. 4b); bráctees de l'involucre (Fig. 7a); detall del vil-la (Fig. 10b);
detall del tall transversal de 1'aqueni (Fig. 14b).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Figura 3 (pagina anterior). Disposició de les primeres fulles. (a) Cardun cellus araneosus; (b)
Cardullcellus dianlus; (e) Carduncellus eriocephalus; (d) Cardunce llus mareoticus; (e) Carthamus
arborescens; (1) Carthamus gyps icola; (g) Carthamus oxya cantha; (h) Carthamus alexandrinus; (i)
Carthamus leucocaulos; G) Carthamus lanatus; (k) Carthamus creticus; (1) Femeniasia balearica.
Flors de color blau.
Bráctees més extemes de l'involucre similars a les fulles caulinars superiors, escassament
pubescents, de llargada quasi el doble que les bráctees mitjanes o les internes, lanceolades,
curtament espinosodentades, amb una curta espina apical. En la següent filera, bráctees
lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge pectinatodentat amb les fimbries de
color brunenc, de marge espinulós i una espina terminal. Bráctees mitjanes lanceolades, amb
nerviació paral-lela marcada, amb un apéndix més o menys cucul-liforme, escariós, oval,
marronós i llargament fimbriatopectinat. Br áctees internes de linears a lanceolades, amb
nerviació parallela marcada i un apéndix cuculliforme marronós, oval i irregu1arment dentat.
Aquenis de 7,5 - 8,5 x 4,5 - 5,5 mm, obovoídals, de contorn poc o gens angulós, amb una
petita cresta apical, de color gris pál-lid a bru sovint amb taques fosques, de superficie llisa
tomant-se rugosa a la zona apical. Vil-la doble persistent, d'aproximadament 10 - 11 mm, de
color brunenc i pinnulat; vil-la extern pluriseriat augmentant de mida de fora cap a dins; vil-lá
intem molt més curt que l' extem i connivent.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules arrodonides i recoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis poc
desenvolupada d' 1 - 2 capes de cel-lules bastant arrodonides . Teixit esclerenquimátic extern
de 7 capes de cel-lules poc lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern de 4 - 5 capes de cél-lules; enmig d'aquest teixit, en la zona de les
costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic.
Testa formada per una epidermis de 4 capes de cél-lules i per 3 capes de céllules
hipod érmiques, on es disposen els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical amb el
marge extem en angle recte, formada per cel-lules epidermiques no diferents de la resta de
l'aqueni, encara que més engrandides, i cél-lules hipodérmiques parenquimatoses poc
lignificades. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ESPANYA, M álaga: entre Tolox Coín, Garcia-Jacas, Susanna 1610 i Vilatersana,
24.06.1996 (BC).
ESPANYA, Córdova: entre Jauja Puente Genil (carretera CO-754), Vilatersana 59,
08.04.1998 (BC).
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Figura 4. Detall de la planta. (a) Carduncellus araneosus; (b) Carduncellus caeruleus; (e)
Carduncellus cuatrecasasii; (d) Carduncellus dianius; (e) Carduncellus duvauxii; (f) Carduncellus
eriocephalus.
Carduncellus calvus Boiss. & Reut.
Detall del tall transversal de l'aqueni (Fig. 14c).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
Bráctees externes de l'involucre foliácies, d'ovals a lanceolades, amb nerviació paral-lela
marcada, de mida similar a les bráctees mitjanes i internes, llargament espinosodentades.
Bráctees mitjanes lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, amb un apéndix decurrent
fimbriat i acabat en una espínula, essent les fimbries i l' espínula marronoses. Bráctees
internes de linears a estretament lanceolades, amb nerviació paral-lela, de marge enter i sovint
escariós, amb un apéndix cucul-liforme orbicular, escariós i dentat, essent en les bráctees més
internes aquest apéndix poc visible ja que les bráctees són molt estretes.
Aquenis de mida molt variable, aproximadament de 4,3 - 5,8 x 2,5 - 3,2 cm, de forma
obovoídal o piriforme, de contorns poc angulosos i amb una petita cresta apical poc marcada,
de color groc pál-lid a brunenc, de superficie llisa amb la part apical estriada o rugulada.
Vil· la rudimentari o absent.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cél-lules bastant grans i arrodonides i recoberta per una cutícula ben desenvolupada.
Hipodermis poc desenvolupada, de 2 - 3 capes de cel-Iules arrodonides. Teixit
esclerenquimátic extern de 9 capes de cél -lules poc lignificades. Capa de fitomelanina
(mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern de 3 - 4 capes de cél -lules; enmig d'aquest
teixit, en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat
cristalls d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis prima, amb 2 capes de cél-lules i
una hipodermis ben constituida de 8 capes de cél-lules, on es disposen els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern més o menys arrodonit, pero formant un
lleuger angle, amb cel-lules epidermiques no diferents de la resta de l'aqueni i un augment de
capes de cél-lules hipod érmiques. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
MARROC, Beni-Mellal: Aguel Barhane, Molero, Romo 4354 i Susanna, 14.06.1988 (BC).
MARROC, Taza: vessant meridional de Jbel Bou Messaoud, Abdelkader, Molero, J M
Montserrat 3642, Pallas, Vicens i Veny, 13.06.1993 (BC).
Llavors procedents de recol-leccions de Ginés López González (GL 9353).
20 2. CARÁCTERS MORFOLOGICS
DELlMITACIÓ GENERICA DEL COMPLEX CARTHAMUS-CARDUNCELLUS
-
21
1
Figura 5. Detall de la planta. (a) Carduncellus fruticosus; (b) Carduncellus mareoticus; (e)
Carduncellus mitissimus; (d) Carthamus arborescens; (e) Carthamus riphaeus; (f) Carthamus
oxyacantha.
Carduncellus cuatrecasasii G. López
Detall de la planta (Fig. 4c); bráctees de l'involucre (Fig. 7b).
Disposició de les primeres fulles no comprovada per problemes en la germinació de les
llavors.
Flors de color blau.
Bráctees més exteriors de l'involucre similars a les fulles caulinars, de longitud més gran que
les bráctees mitjanes i les internes, lanceolades, pinnatipartides, amb 5 - 6 parells de
segments, espinoses, amb una espina terminal més llarga a cada segment. En la següent
filera, bráctees d'ovals a lanceolades, amb e1s nervis prominents paral-lels entre si, curtament
espinosopinnatífides. Les bráctees mitjanes són ovals, amb nervis paral-lels marcats, de
marge enter i apendix pectinat amb una espina terminal. Bráctees internes lanceolades, amb
nerviació paral-lela marcada, de marge enter i lleugerament escariós, amb un apéndix
cucul-liforme, orbicular, escariós i curtament fimbriat.
Aquenis de 7,5 - 8,5 x 4 - 5 mm, obovoídals, de contorn quadrangular amb quatre costelles
molt prominents, amb una cresta apical marcada, de color bru cIar i de superficie rugosa.
Vil-lá doble, caduc o semicaduc en anell, de color blanc a color groc pál-lid, pinnulat,
escábrid al tacte, d'aproximadament 25 - 30 mm; vil-lá extern pluriseriat amb les palees
externes més curtes cap a l'exterior; el vil-Iá intern amb les palees més amples que les del
vil-la externo
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules grans i arrodonides i recoberta per una cutícula molt desenvolupada. Hipodermis de
2 - 3 capes de cél-lules arrodonides. Teixit esclerenquimátic extern de 7 capes de cel-lules
petites poc lignificades; en la zona de les costelles, trobem un augment del nombre d'estrats
(uns 20), pero molt poc lignificats. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern de 7 capes de cél-lules poc lignificades; enmig d'aquest teixit, en la
zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls
d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i una hipodermis ben
desenvolupada d' 11 capes de cel-lules; enmig hi ha els feixos vasculars intertegumentaris.
Placa apical amb el marge extern en angle recte, formada per cél-lules epidérmiques no
diferents de la resta de l' aqueni, pero més engrandides, i per cél-lules esclerenquimátiques
poc lignificades. Zona d'abscisió lateral o subbasal.
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Figura 6. Detall de la planta. (a) Carthamus tinctorius; (b) Carthamus dentatus subsp. ruber; (e)
Carthamus alexandrinus; (d) Carthamus tenuis; (e) Carthamus creticus; (1) Femeniasia balearica.
Material estudiat:
ESPANYA, Jaén: Sierra de Mágina, entre Mancha Real i Torres, Garcia-Jacas, Susanna
1608 i Vilatersana, 22.06.1996 (BC).
Carduncellus dianius Webb
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3b); detall de la planta (Fig. 4d); bráctees de
l'involucre (Fig. 7c); detall del vil-lá (Fig. 10c); esquema del talllongitudinal de l'aqueni
(Fig. l2a); esquema del tall transversal de l'aqueni (Fig. 13a); detall del talllongitudinal de
l'aqueni (Fig. l4d).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blanc, tenyides de blau clar.
Bráctees externes de l'involucre ovades o amplament ovades, de mida més curta que les
bráctees mitjanes i internes, amb nerviació paral-lela marcada, amb un apéndix
espinosopectinat i fimbries de color marró claro Bráctees mitjanes amplament lanceolades,
amb nerviació paral-lela marcada, de marge enter i escariós, i un apéndix cucul-liforme
escariós, orbicular, fimbriat i de color groc pál-lid. Bráctees internes idéntiques a les mitjanes
pero més linears.
Aquenis d'aproximadament 7 - 7,5 mm, obovoídals, de contorns poc angulosos i amb una
petita cresta apical, de color groc pál-lid a brunenc, a vegades tacats de negre, de superficie
llisa o rugulada. Vil-la doble persistent, pinnulat; vil-la extern de color brunenc a color vinós,
d'aproximadament 9,5 - 12,5 mm, augmentant de mida de fora cap a dins; vil-lá intern molt
més curt, d'aproximadament 4 mm, connivent i sovint de color groc pál-lid.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cél-lules arrodonides i recoberta d'una cutícula bastant desenvolupada, essent major en la part
apical de l'aqueni. Hipodermis de 2 capes de cél-lules, algunes de les quals poden presentar
pigment fose al seu interior. Teixit esclerenquimátic extern poc desenvolupat, de 6 - 8 capes
de cel-lules mitjanament lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern de 6 capes de cel-lules més o menys lignificades; enmig d'aquest
teixit, en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat
cristalls d 'oxalat cálcic, Testa formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i una
hipodermis poc desenvolupada; en la zona on es troben els feixos intertegumentaris, la
2. CARÁCTERS MORFOLOGICS24
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hipodermis esta més desenvolupada. Placa apical amb el marge extern en angle recte,
formada per cel-lules epidérmiques no diferents de la resta de l'aqueni, pero més engrandides
i alllb un augment de capes de cel-lules esclerenquimátiques, Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ESPANYA, Valencia: Cap de Sant Antoni próxim a Xábia, Garcia-Jacas, Susanna 1479 i
Vilatersana, 22. 06.1996 (BC).
Carduncellus duvauxii Batt. & Trab.
Detall de la planta (Fig. 4e); detall del vil-lá (Fig. 10d).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
Bráctees externes de l'involucre similars a les fulles caulinars superiors, de mida similar a les
bráctees internes pero més llargues qu les bráctees mitjanes, amb nerviació paral-lela marcada
i de color groc pállid, llargament espinosodentadades amb una espina apical vulnerant,
essent totes les espines de color groc pállid, Bráctees mitjanes d'estretament ovals a
lanceolades, amb nerviació parallela, espinosodentades en la meitat superior amb una espina
apical vulnerant. Bráctees internes linears, amb nerviació paral-lela, de marge enter i escariós,
amb un apendix espinós.
Aquenis de 6 - 6,8 x 2,2 - 3 mm, obpiramidals, de contorn quadrangular amb quatre costelles
molt marcades, prolongades apicalment en una dent, amb una petita cresta apical, de color
bru i de superficie rugosa. Vil-la doble, caduc en anell, de color groc pál-lid a rosat, plomós,
d'aproximadament 14 - 15 mm; vil-la extern pluriseriat augmentant de mida de fora cap a
dins; vil-la intern uniseriat amb les palees una mica més amples que les del vil-lá externo
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel'lules més o menys arrodonides i recoberta per una cutícula bastant desenvolupada.
Hipodermis de 3 - 4 capes de cél-lules arrodonides. Teixit esclerenquimátic extern de 5 capes
de eel'lules petites bastant lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimatic intern de 5 capes de cél-Iules bastant lignificades; enmig d'aquest teixit, hi
ha els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa formada
per una epidermis bastant aprimada, de 2 capes de cel-lules i una hipodermis poc
desenvolupada, de 2 capes de cel-Iules; enmig hi ha els feixos vasculars intertegumentaris.
,1 cm
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Figura 7. Bráctees de l'involucre. (a) Carduncellus caeruleus; (b) Carduncellus cuatrecasasii; (e)
Carduncellus dianius; (d) Carduncellus eriocephalus; (e) Carduncellusfruticosus. Escala = 1 cm.
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Placa apical amb el marge extern en angle recte, amb cél-lules epidérmiques no diferents de
les de la resta de l'aqueni i amb un augment del nombre de cél-lules hipodermiques. Zona
d'abscisió subbasal.
Material estudiat:
MARROC, Al-Hoceima: 8 km S de Tafraoute, Gómiz, 23.04.1994 (BC).
MARROC, Ujdah: de Bouarfa a Figuig, a 65 km de Figuig, Garnatje, Susanna 1779
Vilatersana, 16.06.1997 (BC).
Carduncellus eriocephalus Boiss.
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3c); detall de la planta (Fig. 4f); bráctees involucrals
(Fig. 7d); esquema del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 12b); esquema del tall transversal de
l'aqueni (Fig. 13b).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blanc o blau.
Bráctees externes de l'involucre amplament ovals, foliácies, pubescents en la meitat inferior,
amb nerviació paral -Iela marcada, llargament espinosodentades amb espines molt vulnerants.
Bráctees mitjanes d'estretament ovals a lanceolades, amb nerviació paral-Iela marcada, amb
un apéndix espinosopectinat prominent i una espina terminal vulnerant. Bráctees mitjanes
més internes amb un apéndix cuculliforme, escariós, orbicular, pectinat i una espina apical
prominent. Bráctees internes lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge enter,
amb un apéndix cucul-liforme, escariós, orbicular i dentat.
Aquenis de mida molt variable, de 5,1 - 8,9 x 2,2 - 2,5 mm, obpiramidals, de contorn
quadrangular amb quatre costelles molt marcades, prolongades apicalment en una dent, amb
una petita cresta apical, de color groguenc, brunenc o grisós, i de superficie rugosa. Vil-la
doble, caduc en anell, de color groc pál-lid, llargament plomós, d'aproximadament 15 - 16
mm; vil-lá extem pluriseriat amb les palees bastant més estretes que les palees del vil-lá
interno
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
ceHules arrodonides i recoberta per una cutícula molt desenvolupada. Hipodermis aprimada,
de 3 capes de cel-Iules arrodonides. Teixit esclerenquimátic extern poc desenvolupat, de 4
capes de cél-lules no gaire lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
,,
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Figura 8. Br áctees de 1'involucre. (a) Carduncellus mareoticus; (b) Carduncellus pomelianus; (e)
Carduncellus reboudianus; (d) Carthamus arborescens; (e) Carthamus tinctorius. Escala = 1 cm.
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l quimatic intern poc desenvolupat, de 3 - 4 capes de cél-Iules poc lignificades; enmigese eren
st teixit en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi hand aque ,
observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i
una hipoderrnis de 3 - 5 capes de cel-lules; enmig, es troben els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern en angle recte, formada per cél-Iules
cpidermiques no diferents de la resta de l'aqueni i cel-lules esclerenquimátiques grans i poc
lignificades. Zona d'abscisió subbasal.
Material estudiat:
MARROC Ujdah: 100 km de Bouanane a Bouarfa, Garnatje, Susanna 1785 i Vilatersana,
16.06.1997 (BC).
:)
Carduncellus fruticosus (Maire) Hanelt
Detall de la planta (Fig. 5a); bráctees de l'involucre (Fig. 7e); detall del vil-la (Fig. lOe);
esquema del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. l2c); esquema del tal1 transversal de l'aqueni
(Fig. lSc); detall del tal1 transversal de I'aqueni (Fig. 14e).
Disposicióde les primeres fulles no estudiada per problemes en la germinació de les l1avors.
Flors de color groc.
Bráctees més externes de l'involucre amplament ovals, tridentades, amb una espina a cada
dent, essent l' espina apical més de tres vegades més llarga que la lamina. En la següent filera,
bnktees ovals amb una espina apical de mida similar a la de la lamina. Bráctees mitjanes
d'ovals a amplament lanceolades, de marge enter, amb una espina apical de mida menor o
igual a un terc de la lamina; al costat de l'espina apareixen vestigis d'un apéndix escariós, de
marge dentat. Bráctees internes de linears a lanceolades, de marge enter, la part apical amb
un petit apendix escariós, cuculliforme, de marge poc dentat.
Aquenis de 4,5 - 5,3 x 1,5 - 2,1 mm, obovoídals, de contorn poc o gens angulós i amb una
cresta apical molt poc marcada, de color groc pál-lid i de superficie l1isa. Vil-la doble,
persistent o semicaduc, pinnulat; vil-la extern de color blanquinós o groguenc, a vegades
tenyit totalment o parcialment de color magenta, augmentant de mida de fora cap a dins,
d'aproximadament 8 a la mm; vil-la intern de color groc pál-Iid, connivent, amb les palees
més curtes (aproximadament 3,5 mm) i més amples que el vil-lá externo Pericarp no
diferenciat. Epidermis uniestratificada formada per cel-lules petites i poc arrodonides i
,
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Figura 9. Bráctees de l'involucre. (a) Carthamus dentatus subsp. ruber; (b) Carthamus boissieri; (e)
Carthamus glaucus subsp. glaucus; (d) Carthamus lanatus; (e) Femeniasia balearica.. Escala = 1 cm.
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recoberta per una cutícula escassament desenvolupada. No s'hi observa hipodermis. Teixit
esclerenquimatic de 13 - 14 capes de cel-lules molt poc lignificades; escampats dins el teixit,
es troben abundants cristalls d'oxalat cálcic. Quatre feixos vasculars es disposen dins el teixit
esclerenquimatic, en les zones de les costelles de l'aqueni. EIs vasos excretors es disposen
sobre feixos vasculars. Testa formada per una epidermis de 2 capes de cel-lules i 3 - 5 capes
de ceHules hipodermiques, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical amb
el marge extem en angle recte, formada per cel-lules epidérmiques no diferents de la resta de
l'aqueni i cel-lules esclerenquimatoses poc lignificades. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
MARROC, Ouarzazate: gorges del riu Todrha, Benedí, G. Montserrat i J. M. Montserrat
2407,05.06.1989 (BC).
MARROC, Ouarzazate: a l'entrada de les gorges del Todrha, Garcia-Jacas i Susanna 1294,
06.06.1989 (BC).
Carduncellus helenioides (Desf.) Hanelt
Disposició de les primeres fulles no comprovada per manca de llavors.
Flors de color groc.
Bráctees externes de l'involucre foliácies, d'ovals a lanceolades, amb nerviació marcada, de
mida similar a les bráctees mitjanes i les internes, curtament espinosodentades, amb una curta
espina apical. Bráctees mitjanes lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge
enter, amb un apendix cucul-Iiforme escariós, pectinat en l'ápex. Bráctees internes de linears
a lanceolades, d'iguals caracteristiques que les bráctees mitjanes.
L'estructura i l'anatomia de l'aqueni no s'han estudiat per manca de llavors.
Material estudiat:
ALGERIA, Oran: Arbal, D 'Alleizette, 04.1922 (Be).
)
Carduncellus hispanicus Boiss. ex De.
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
Figura 10. Detall del vil-la, (a) Carduncellus araneosus; (b) Carduncellus caeruleus; (e)
Carduncellus dianius; (d) Carduncellus duvauxii; (e) Carduncellus fruticosus; (f) Carduncellus
monspelliensium. Escala = 2 mm
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Bractees externes de l 'involucre foliácies, estretament ovals o lanceolades, una mica
pubescents, amb nerviació paral-lela marcada i de mida similar a les br áctees mitjanes i
internes, llargament espinosodentades, amb espines vulnerants. Bráctees mitjanes
lanceolades, amb nerviació paral-lela prominent, de marge enter, amb l'apéndix
espinosodentat i una espina terminal vulnerant. Bráctees internes linears o estretament
lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada; de marge enter, amb un apéndix
cucuHiforme, orbicular, escariós i denticulat, de color groc pál-lid, essent en les bráctees més
internes aquest apéndix poc visible ja que aquestes bráctees són molt estretes.
Aquenis de 4 - 5,5 x (1,5)1,8 - 2 mm, obovoídal o obpiramidal, amb quatre costelles poc
marcades i una petita cresta apical, de color groc pál-lid a brunenc, a vegades més fose en la
part basal i de superficie llisa o rugulada, essent més rugosa cap a la zona apical. Vil-la doble,
caduc en anell, de color blanc a groc pál-lid, plomós, d'aproximadament 10 - 11 mm; vil-la
extern pluriseriat, essent les palees més externes de mida més petita que les internes; vil-la
intern uniseriat.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules arrodonides i recoberta per una cutícula desetivolupada. Hipodermis de 3 - 4 capes
de cél-lules arrodonides. Teixit esclerenquimátic extern poc desenvolupat, de 3 - 4 capes de
cel-lules escassament lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern poc desenvolupat, de 2 - 3 capes de cel-lules escassament
lignifieades; enmig d'aquest teixit, en la zona de les costelles, es troben els feixos vasculars.
No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis de 2 - 3 capes
de cél-lules i una hipodermis de 3 - 4 capes; enmig, hi ha els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern en angle recte, formada per cel-lules
epidermiques no diferents de la resta de l' aqueni i cél-lules esclerenquimátiques grans i poc
lignifieades. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ESPANYA, Almeria: Sierra de Gádor, entre Roquetas i Canjáyar, Garcia-Jacas, Susanna
1614 i Vilatersana, 24.06.1996 (BC).
)
s
Figura 11. Detall del vil,la. (a) Carduncellus pinnatus; (b) Carthamus arborescens; (e) Carthamus
dentatus subsp. ruber; (d) Carthamus boissieri (e) Carthamus nitidus; (f) Femeniasia balearica.
Escala = 2 mm.
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Carduncellus mareoticus (Delile) Hanelt
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3d); detall de la planta (Fig. 5b); bráctees de
l'invol ucre (Fig. 8a); esquema del tall longitudinal de l'aqueni (Fig. 12d); esquema del tall
transversal de l'aqueni (Fig. 13d); detall del tall transversal de l'aqueni (Fig. 14f).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc pál-lid.
Bn\ctees externes de l'involucre foliácies, d'ovals a lanceolades, amb nerviació paral-lela
marcada, amb el marge espinosodentat, amb 2 - 3 espines per costat i una espina apical
vulnerant. Bráctees mitjanes ovals o lanceolades, de marge enter, amb un apendix
cucuHiforme, orbicular, escariós i pectinat amb una espínula terminal. Bráctees internes
lanceolades, de marge enter i escariós, amb un apéndix similar al de les bráctees mitjanes,
pero amb l' espínula terminal més curta.
Aquenis de 2,8 - 3,5 x 1,4 - 1,6 mm, obovoídals, de secció quadrangular marcada amb quatre
costelles prominents, amb una cresta apical poc marcada, de color groc pál-Iid a gris brunenc
i superficie llisa. Vií-Iá doble amb palees caduques individualment, de color blanc a color
groc pál-lid, pinnulat, d'aproximadament 6,5 mm; vil, la extern pluriseriat essent de llargada
més petita les palees més externes; vil-lá intern més curt amb les palees d'amplada similar a
les del vil·la externo
Pericarp no diferenciat. Epidermis uniestratificada formada per cél-lules aplanades, a vegades
amb pigment fose, i recoberta per una cutícula bastant desenvolupada. No s'hi observa
hipodermis. Teixit esclerenquimátic de 13 capes de cel-lules molt poc lignificades, essent les
més internes més lignificades; escampats dins el teixit, es troben abundants cristalls d'oxalat
cálcic, Quatre feixos vasculars es disposen dins el teixit esclerenquimátic, en les zones de les
costelles de l'aqueni. EIs vasos excretors es disposen sobre els feixos vasculars. Testa
fannada per una epidermis de 2 capes de cél-lules i 7 capes de cél-lules hipodermiques, on hi
ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern lleugerament en
angle recte, formada per cél-lules epidérmiques i esclerenquimatoses no diferents de la resta
de l'aqueni. Zona d'abscisió subbasal.
Material estudiat:
EGIPTE, Alexandria: proxirn al poblat turístic New Bourg-el-Arab, Susanna 1846 i
Vilatersana, 07.06.1998 (BC).
EGIPTE, Alexandria: próxim a El Amiriya, al costat de la fábrica de macarrons, Susanna
1850 i Vilatersana, 07.06.1998 (BC).
Carduncellus mitissimus (L.) De.
Detall de la planta (Fig. 5c).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
2. CARÁCTERS MORFOLOGICS36
Bráctees més externes de l'involucre foliácies, lanceolades, curtament espinosodentades, amb
una curta espina apical. En la següent filera, les bráctees són ovals o lanceolades, amb
nerviació paral-lela marcada, de marge enter i amb una petita espina apical. Bráctees mitjanes
lanceolades amb un apendix cucul-liforme orbicular, escariós, de centre brunenc i marge cIar,
fimbriatodentat. Bráctees internes similars a les externes pero de forma lanceolada.
Aquenis de 5,5 - 6,5 cm, de forma obpiramidal, amb quatre costelles molt evidents i una
cresta apical poc marcada, de color bru clar a bru fose, a vegades amb la part basal de color
groc pál-lid, de superficie rugulada, a vegades rugosa. Vil-la doble, caduc en anell, de color
blanquinós, pinnulat, de fins a 27 mm de llargada; vil-la extern pluriseriat, més curt en els
verticils més externs; vil-la intern uniseriat, de llargada similar i amb les palees una mica més
amples que les del vil-lá externo
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules arrodonides i recoberta per una cutícula molt desenvolupada. En la zona apical de
l' aqueni, dins les cel-lules epidérmiques, es troba pigment fose disposat de manera dispersa.
Hipodermis de 2 capes de cel-lules arrodonides. Teixit esclerenquirnátic extern ben
desenvolupat, de 7 - 9 capes de cél-lules escassament lignificades, essent més lignificades les
capes més interiors. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern
de 6 capes de cel-lules poc lignificades; enmig d'aquest teixit, en la zona de les costelles, es
traben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa
formada per una epidermis aprimada, de 2 capes de cél-lules, i una hipodermis poc
desenvolupada, de 3 - 4 capes de cél-lules; enmig, es traben els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern en angle recte, formada per cel-lules
epidermiques i esclerenquimátiques no diferents de la resta de l'aqueni. Zona d'abscisió
lateral.
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Material estudiat:
ESPANYA, Osca: Seira, prats sobre Barbaruens, Vilatersana 47,09.08.1996 (BC).
FRANCA, Loséra: Causse de Sauveterre, prats entre le Sec i l'Aumede, próxim a Chanac,
Carretero i Vilatersana 50, 05.07.1997 (BC).
1
5
5
Carduncellus monspelliensium AH.
Detall del vil-lá (Fig. 10f).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
Bractees més externes de l'involucre similars a les fulles, lanceolades, de llargada similar a
les bráctees mitjanes i les internes, llargament espinosodentades amb espines vulnerants. En
les següents fileres, bráctees ovals, amb nerviació paral-lela prominent, de marge espinós i
una espina apical vulnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, amb nerviació paral-lela
prominent, de marge enter, amb un apendix brunenc, fimbriatodentat i una espínula apical en
les més externes, o cucul-Iiforme, escariós, orbicular i dentat en les més internes. Bráctees
internes de linears a lanceolades amb I'apéndix cucul-liforme, escariós, brunenc i de marge
dentat.
Aquenis de 4,5 - 6 x 2,5 - 3,2 mm, obpiramidals, amb quatre costelles molt marcades i una
petita cresta apical, de color groc pál-Iid, grisós o brunenc, a vegades amb la part basal més
clara, de superficie rugosa, principalment cap a l'ápex. Vil-la doble, caduc en anell, pinnulat,
d'aproximadament 23 - 25 mm, de color blanquinós, a vegades tenyit de bru en la zona de
l'anell; vil-la extern pluriseriat essent les palees més externes de llargada menor; vil-la intern
amb les palees més amples.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
eeHules aplanades i recoberta per una cutícula bastant desenvolupada. Hipodermis d' 1 - 2
capes de cél-lules petites. Teixit esclerenquimátic extern ben desenvolupat, de 10 capes de
eel'lules poe lignificades, essent més lignificades les més internes. Capa de fitomelanina
(mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern de 3 capes de céllules petites poc
lignificades; enmig d'aquest teixit, en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos
vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis de
3 capes de cel-lules i una hipodermis molt desenvolupada, d'aproximadament 15 capes de
cél-lules; enmig hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical amb el marge
extern en angle recte, formada per cél-lules epidérmiques i esc1erenquimatoses no diferents
de la resta de l'aqueni. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ESPANYA, Barcelona: marge carretera de Santa Coloma de Queralt a la Llacuna, km 8,
Garcia-Jacas, Susanna i Vilatersana 10,24.06.1995 (BC).
ESPANYA, Navarra: crui1laa Gallipienzo, Carretero i Vilatersana 96,17.07.2000 (BC).
Carduncellus pinnatus (Des f.) De.
Detall del vil-lá (Fig. 11a); detall del tall transversal de l'aqueni (Fig. 15a).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blau.
Bráctees més externes de l'involucre d'oval a lanceolades, amb la meitat inferior de la
bráctea amb nerviació paral-lela marcada, de marge dentat, mentre que la part superior és
similar a les fulles caulinars, pinnatisecta, de marge curtament espinós. Bráctees de la següent
filera amb la meitat inferior de la lamina de marge enter; i la part superior, de mida menor,
foliácia, dentada i espinulosa. Bráctees mitjanes lanceolades, amb nerviació paral-lela bastant
prominent, de marge enter i un apéndix cucul-Iiforme lanceolat, escariós, de color groc pál-Iid
i centre brunenc, pectinat o fimbriat i amb una espina apical. Bráctees internes de linears a
lanceolades, amb nerviació paral-lela bastant prominent, marge enter i un apendix apical molt
similar al de les bráctees mitjanes.
Aquenis de (7)8,5 - 9,5(10) x 4,6 - 5,5 mm, obpiramidals, de secció quadrangular amb
quatre costelles molt marcades, prolongades apicalment en una dent, i una cresta apical
prominent, de color brunenc i de superficie rugosa. Vil· la doble, caduc en anell, de color groc
pál-lid, pinnulat, escábrid al tacte, d'aproximadament 25 - 35 mm; vil-lá extern pluriseriat,
essent les palees més externes, més curtes; vil-la intern de llargada similar i amb les palees
més amples que l' extern i a vegades una mica més fose.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules arrodonides o una mica irregulars i recoberta per una cutícula poc desenvolupada.
Hipodermis poc desenvolupada, d'l capa de cel-lules arrodonides. Teixit esclerenquimátic
extern de 7 - 9 capes de cél-lules poc lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor).
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Teixit esc1erenquimatie intern, de 5 - 6 capes de cél-lules poc lignificades; enmig d'aquest
teixit, en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat
cristaIls d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis aprimada, de 2 - 3 capes de
eeHules i una hipodermis poc desenvolupada, de 3 capes de cel-lules; enmig, hi ha els feixos
vasculars intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern en angle recte, formada per
eeHules epidermiques no diferents de la resta de l'aqueni, cel-lules hipodermiques i cél-Iules
esclerinquematiques més grans i poc lignificades. Zona d'abscisió subbasal.
Material estudiat:
MARROC, Chechaouen: entre Bab-Berred i Ketama, Arista, García Murillo, Gibbs,
Lighadha i Talavera 4154/94, 23.06.1994 (SEV).
MARROC, Beni-Melal: Aghel Barhane, Molero , Romo 4355 i Susanna , 14.06.1988 (BC).
MARROC, Tánger: a 11 km de Tánger camí de Tetuan, Raché i Susanna 1889, 04.05.1999
(BC).
Carduncellus pomelianus Batt.
Bráctees de l'involucre (Fig. 8b); detall del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 15b).
Disposició de les primeres fulles no comprovada per dificultats en la germinació de les
llavors.
Flors de color blau.
Bráctees més externes de l'involucre d'aspecte similar a les fulles caulinars, de mida igual a
les bráctees mitjanes i internes, de forma oval a lanceolades, amb nerviació paral-lela
marcada, espinosodentades, amb una espina apical vulnerant. Bráctees mitjanes d'ovals a
lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge enter i escariós, amb un apendix
format per una espina terminal vulnerant que , en les més externes, pot arribar a la mateixa
lIargada que la lamina. Bráctees internes linears o estretament lanceolades, de marge enter i
escariós, amb un apéndix format per una curta espínula.
Aquenis de 5 - 5,8 x 2,3 - 2,8 cm, obpiramidals, de secció quadrangular amb quatre costelles
molt marcades, prolongades apicalment en una dent i una cresta apieal prominent, de color
groc paI'lid i de superficie rugosa. Vil-la molt fácilment caduc, no observat en el material
estudial.
Carduncellus reboudianus Batí.
Bráctees de l'involucre (Fig. 8c).
Disposició de les primeres fulles alterna.
Flors de color blavós o blanquinós.
Bráctees més externes de l'involucre d'ovals a lanceolades, una mica lanuginoses, amb
nerviació paral-lela marcada, de mida similar a les bráctees mitjanes i les internes, llargament
espinosodentades amb espines vulnerants, principalment l'apical. Bráctees mitjanes
d'estretament ovals a lanceolades, amb nerviació paral-lela, de marge enter o molt poc dentat,
acuminades en una espina terminal. Bráctees internes similars a les mitjanes.
Aquenis de 5,5 - 6,2 mm, obpiramidals, de secció quadrangular, amb quatre costelles
prominents i cresta apical marcada, de color groc pál-Iid a brunenc, a vegades més clar en la
part basal i de superficie rugosa. Vil· la doble, caduc en anel1, de color blanc, plomós,
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules aplanades i recoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis d' 1 - 2 capes
de cél-lules. Teixit esclerenquimátic extern de 6 - 7 capes de c él-Iules mitjanament
lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern poc
desenvolupat, de 4 - 5 capes de cél-Iules mitjanament lignificades; enmig d'aquest teixit, en
la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls
d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis aprimada, de 2 capes de cel-lules i una
hipodermis poc desenvolupada, de 3 capes de cel-lules; enmig, hi ha els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern en angle recte, formada per cél-Iules
epidérmiques no diferents de la resta de l'aqueni i cel-lules esclerenquimátiques gran s i poc
lignificades. Zona d'abscisió subbasal o lateral.
Material estudiat:
MARROC, Beni-Melal: 24 km a l'oest de Bou Mia, entre El Kbab i Arhbalou n'Serdane,
Molero, Romo 4362 i Susanna, 14.06.1988 (BC) .
MARROC, AI-Hoceima: Aknoul, Jbel Azrou Akechar, Boratynski i Romo 8792, 16.06.1995
(BC).
Llavors procedents de recol-leccions de Ginés López González (GL 9241 i GL9273).
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d'aproximadament 14 - 15 mm; el vil, la extem pluriseriat, augmentant de mida de fora cap a
d. . viHa intem amb les palees més amples i més curtes.lOS,
L'anatomia de l'aqueni no s'ha estudiat.
Material estudiat:
IvfARROC, Ksar-es-Souk, costat sud de Tizi n'Talrhem, a 1 km del coll, Garnatje, Susanna
1788 i Vilatersana, 17.06.1997 (BC).
MARROC, Meknés: 2 km de l'oued Amesheguir a la carretera a Meknes, Garnatje, Susanna
1796 i Vilatersana, 17.06.1997 (BC) .
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Carduncellus rhaponticoides Coss. & Durieu
Esquema del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 12e); esquema del tall transversal de l'aqueni
(Fig. 13e).
Disposició de les primeres fulles no comprovada per problemes en la germinació de les
llavors.
Flors de color blau.
Bráctees de l'involucre no estudiades.
Aquenis de (3,5)5 - 5,6 x (1)1,5 x 2,1 mm, estrets i allargats, de superficie quadrangular amb
quatre costelles molt marcades amb una dent apical molt prominent i cresta apical molt
evident, de color groc pál-lid a color bru c1ar i de superficie llisa. Vil-lá molt fácilment caduc,
no observat en el material estudiat.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
eeHules arrodonides i recoberta per una cutícula bastant desenvolupada. Hipodermis poc
desenvolupada, d' 1 capa de cél-Iules. Teixit esclerenquimátic extem de 4 - 5 capes de
eeHules petites poc lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimatic intem poc desenvolupat, de 3 capes de cel-Iules poc lignificades; enmig
d'aquest teixit, en la zona de les costelles, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han
observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis aprimada, de 2 capes de
eeHules i una hipodermis de 5 - 6 capes de cel-lules; enmig, hi ha els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical amb el marge extem en angle recte, formada per cél-lules
epidermiques no diferents de la resta de l'aqueni i un augment de cél-lules hipodérmiques.
Zona d'abscisió subbasal.
Carthamus L.
Sect. Thamnacanthus (ne) Sostak
Carthamus arborescens L.
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Disposició de les primeres fulles (Fig. 3e); detall de la planta (Fig. 5d); bráctees de
l'involucre (Fig. 8d); detall del vil-lá (Fig. llb); detall del talllongitudinal de 1'aqueni (Fig.
15c).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc intenso
Bráctees més externes de 1'involucre ovals, similars a les fulles caulinars, amb nerviació
prominent, llargament espinosodentades, amb espines vulnerants, que van adquirint
progressivament l'aspecte de les bráctees mitjanes. Bráctees mitjanes d'estretament ovals a
lanceolades, amb nerviació parallela marcada, de marge enter o espinulós, amb un apéndix
espinulosodentat i una espina apical bastant vulnerant. Bráctees internes linears, amb
nerviació paral-lela marcada, de marge enter i escariós, amb un apéndix espinós.
Aquenis de 4,8 - 5,5 x 2,2 - 2,8 mm, obovo'idals a obpiramidals, de secció quadrangular amb
quatre costelles bastant marcades, i una cresta apical poc evident, de color groc pál-lid a
brunenc, sovint tacats de negre en la porció basal i de superficie rugosa. Villá doble i caduc,
les palees es desprenen individualment amb molta facilitat, pinnulat, de color groc pál-lid a
bru, d'aproximadament 5 mm. Vil-lá extern pluriseriat, essent les palees més externes més
curtes; vil,la intern més curt que l' extern i molt fácilment caduco
El pericarp no esta diferenciat. Epidermis uniestratificada formada per cél-lules arrodonides,
essent més grans en la zona de les costelles i recoberta per una cutícula gruixuda. No s'hi
observa hipodermis. Teixit esclerenquimátic de 16 - 20 capes de cel-lules mitjanament
lignificades; escampats dins del teixit, es troben molts cristalls d'oxalat cálcic, Quatre feixos
vasculars es disposen dins el teixit esclerenquimátic en les quatre costelles de l'aqueni. Dins
la primera capa d'aquestes cél-lules es troben pigments foscos. No es troben feixos excretors
ben desenvolupats, pero hi ha rudiments de vasos o canals excretors dispersos radialment en
Material estudiat:
Llavors procedents de recol-leccions de Ginés López González (GL 8958).
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i?ul'a 12. Esquema del tall longitudinal de I'aqueni. (a) Carduncellus dianius; (b) Carduncellus
~?ocepha/lIs; (e) Carduncellus fruticosus; (d) Carduncellus mareoticus; (e) Carduncellus
I ;apOl/tic?ides; (f) Carthamus riphaeus; (g) Carthamus oxyacantha; (11) Carthamus glaucus subsp.
g (l/lcus; (1) Carthamus turkestanicus. Escala = 1 mm.
el teixit esclerenquimátic i próxims als feixos vasculars. Testa formada per una epidermis
aprimada, de 3 capes de cel-lules i una capa de cel-lules hipodérmiques poc desenvolupada,
on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical amb el marge extern en angle
recte, formada per cel-lules epidérmiques no diferents de la resta de cél-lules epidérmiques de
l'aqueni i ceHules esclerenquimatoses menys lignificades. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ESPANYA, Almeria: Sierra de Gádor próxim a Félix, J M Montserrat, 27.08.1990 (BC).
ESPANYA, Almeria: Cabo de Gata, Las Negras, Vilatersana 23,04.04.1996 (BC).
ESPANYA, Málaga: Puerto de los Pescadores entre Alhaurín el Grande i Mijas, Garcia-
Jacas i Susanna 1730, 11.09.1996 (BC) .
Carthamus riphaeus Font Quer & Pau
Detall de la planta (Fig. 5e); esquema del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 12f); esquema del
tall transversal de l'aqueni (Fig. 13f); detall del tall transversal de l'aqueni (Fig. 15d).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc.
Bráctees externes de l'involucre lanceolades, quasi el doble de llargues que les bráctees
mitjanes i internes, amb nerviació paral-lela marcada, llargament espinosodentades amb
espines vulnerants, especialment la terminal. Bráctees mitjanes d'estretament ovals a
lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge enter, amb un apéndix
espinulosodentat i una espina apical bastant vulnerant. Bráctees internes linears, amb
nerviació paral-lela marcada, de marge enter i escariós, i apendix espinós.
Aquenis molt similars als de Carthamus arborescens, de 4,7 - 5,7 x 2,3 - 2,6 mm,
obovoídals a obpiramidals, de secció quadrangular amb quatre costelles bastant marcades, i
una cresta apical més o mertys evident, de color groc pál-lid a brunenc, sovint tacats de negre
i de superficie Ilisa o rugulada, encara que a vegades pot ser més o menys rugosa. ViHa
doble i caduc; les palees és desprenen individualment amb moIta facilitat.
El pericarp no esta diferenciat. Epidermis uniestratificada formada per cellules arrodonides i
recoberta per una cutícula més engruixida en la zona apical. No s'hi observa hipodermis.
Teixit esclerenquimátic d'unes 15 capes de cél-Iules bastant lignificades, essent més
lignificades en la part més interna; escampats dins el teixit, es troben nombrosos cristalls
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~I'a 13. Esquema del tall tTansversal de I'aqucni . (a) Cardlllleelllls dianills ; (h) Carduneellus
~/rzoeephallls; (e) Carduncellus fruticosus; (d) Carduncellus mareoticus; (e) Carduneellus
llapo u 'd1 11 icot es; (l) Cartltamus riphaeus; (g) Carthamus oxya cantha; (h) Carthamus glaucus subsp.
g Ol/el/s; (i) Carthamus turkestanicus . Escala = l mm.
Sect. Carthamus
Carthamus gypsicola Iljin
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3f); detall del tall transversal de l'aqueni (Fig. 15e).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc.
Bráctees externes de l'involucre d'aspecte foliaci, glandulars, d'ovals a lanceolades, de major
llargada que les br áctees mitjanes i internes, amb nerviació reticulada, amb unes espines de
color groc p ál-lid, patents i vulnerants, a l'igual que l'espina apical. Bráctees mitjanes
lanceolades, pubescents, de marge enter, acuminades en una espina apical. Bráctees internes
linears similars a les mitjanes, pero de menor llargada i amb una espina apical menys
desenvolupada.
Aquenis de 3,9 - 4,5 x 2,6 - 2,9 mm, obovoídals, de secció circular, sense cresta apical, de
color blanc a color gris brunenc, a vegades tacats i de superficie llisa i brillant. Vil· la absent
en tots els aquenis.
d'oxalat cálcic. Quatre feixos vasculars es disposen dins el teixit esclerenquimátic en les
quatre costelles de l'aqueni. Dins les cél -lules epidérmiques, i a vegades en la primera o
segona capa del teixit esclerenquimátic, es troben pigments foscos . No es troben feixos
excretors ben desenvolupats, si bé, dins l'esclerénquima es disposen cel-lules que contenen
pigment fose, Testa formada per una epidermis de 3 capes de ce!-lules i una capa de cél-lules
hipodermiques poc desenvolupada, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa
apical amb el marge extern en angle recte, formada per cel-lules epidermiques no diferents de
la resta de cél-lules epidérmiques de l'aqueni i cél-lules esclerenquimatoses menys
lignificades. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
MARROC: Axdir, Sennen i Mauricio, 07.07.1931 (BC).
MARROC, Al-Hoceima: Tleta oued Laou entre Tarerha i Azenti, J. M. Montserrat 4360,
Pallas i Veny, 23.06.1993 (BC).
MARROC, Al-Hoceima: 11 km al sud de Al-Hoceima camí de Nador, Garnatje, Susanna
1773 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC).
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e Figura 14. Detall del tall de l'aqueni. (a) tall longitudinal de Carduncellus araneosus; (b) tall
transversal de Carduncellus caeruleus; (e) tall transversal de Carduncellus calvus; (d) tall
longitudinal de Carduncellus dianius; (e) tall transversal de Carduncellus fruticosus; (1) tall
transversal de Carduncellus mareoticus. Escala =200 ¡.tmo
Carthamus oxyacantha M. Bieb.
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3g); detall de la planta (Fig. 5t); esquema del tall
longitudinal de l'aqueni (Fig. 12g); esquema del tall transversal de l'aqueni (Fig. 13g); detall
del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 1St) .
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc.
Bráctees externes de l' involucre d' aspecte foliaci, glandulars, amb nerviació paral-lela
prominent, amb unes espines de color groc brillant, patents i vulnerants. Bráctees mitjanes
lanceolades, amb nerviació paral-Iela marcada, de marge enter, acuminades en una espina
apical. Bráctees internes linears similars a les mitjanes.
Aquenis de 4,1 - 4,8 x 2,5 - 3 mm, obovoidals, de secció el-Iíptica, sense cresta apical, de
color blanc a color gris brunenc, a vegades tacats i de superficie llisa i brillant. Vil· la absent
en tots els aquenis.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cél-lules rectangulars i recoberta per una cutícula bastant desenvolupada. Hipodermis de 3
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules rectangulars i recoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis d' 1 - 2
capes de cel-lules aprimades que contenen pigments al seu interior; a vegades, també es troba
aquest pigment en les ceHules epidérmiques. Teixit esclerenquimátic extern ben
desenvolupat, d' 11 - 13 capes de cel-Iules ben lignificades. Capa de fitome1anina (mantell
excretor). Teixit esclerenquimátic intern de 5 - 6 capes de cél-lules; enmig d'aquest teixit, es
troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa
formada per una epidermis de 3 - 4 capes de cel-lules i una hipodermis poc desenvolupada,
d'una capa de cél-lules, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical
arrodonida, formada per cél-lules epidérmiques no diferents de la resta de l'aqueni i una
disminució progressiva de cél-lules esclerenquimátiques; no s'hi han observat cel-lules en
coixinet. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ARMENIA, Ararat: just passat el poble de Vedi, Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara,
Hovannisyan, Susanna 1579, Tamanyan i Valles , 25.08.1995 (BC) .
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------------ - ---- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -~ig~.ra .15. Detall del tall de 1'aqueni. (a) tall tran~ver~al de Carduncellus pinnatus; (b) tall
ongltudma\ de Carduncellus pomelianus; (e) tall longitudinal de Carthamus arborescens; (d) tall
~ansversal de Carthamus riphaeus; (e) tall transversal de Carthamus gypsicola; (f) talllongitudinal
e Carthamus oxyacantha. Escala = 200 ¡.tm.
Carthamus tinctorius L.
Detall de la planta (Fig. 6a); bráctees de l'involucre (Fig. 8e); detall del tall transversal de
l'aqueni (Fig. 16a).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc o taronja.
Bráctees més externes de l'involucre lanceolades, d'aparenca foli ácia, amb una nerviació
reticular marcada, de mida similar a les br áctees mitjanes i internes, curtament espinoses,
amb una espina apical. La següent filera de bráctees amb un apéndix foliaci similar al de les
bráctees més externes; lamina amb nerviació paral-lela prominent. Bráctees mitjanes
lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, de marge enter i acuminades en una espina
apical. Bráctees internes estretament lanceolades, d'aparenca similar a les mitjanes.
Aquenis de 7,7 - 8,7 x 4 - 3,4 mm, obovoidals, de secció el-Iíptica, sense cresta apical, de
color blanc o groc pál-lid, de superficie llisa, sovint rugulada en la part apical. Vil-lá absent
en tots els aquenis.
capes de cellules petites que contenen pigments foscos al seu interior; a vegades, també es
troba aquest pigment en les cél-lules epidérmiques. Teixit esclerenquimátic extern poc
desenvolupat, de 4 capes de cél-lules lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor).
Teixit esclerenquimátic intern de 3 capes de cél-Iules petites lignificades, on s'han observat
cristalls d'oxalat cálcic; enmig d'aquest teixit, es troben els quatre feixos vasculars. Testa
formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i una hipodermis poc desenvolupada, d' 1 -
2 capes de cel-lules, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris, i on la capa esta més ben
formada. Placa apical arrodonida, formada per cél-lules epidérmiques no diferents de la resta
de l'aqueni i una disminució de cél-lules esclerenquimatoses cap a la zona més apical. No
s'hi han observat cél-lules en coixinet. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
lRAN, Azarbayjan-e-Gharbi: 30 km de Khoy en el camí a Orumiyeh, Garcia-Jacas,
Mozaffarian, Susanna 1689 i Valles, 08.08.1996 (BC).
lRAN, Teheran: Sorkhehesar próxim a Teheran, Garcia-Jacas, Mozaffarian, Susanna 1626 i
Valles, 02.08.1996 (BC).
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rt Figura 16. Detall del tall de l'aqueni. (a) tall transversal de Carthamus tinctorius; (b) talllongitudinal
de Carthamus leucocaulos; (e) tall longitudinal de Carthamus nitidus; (d) tall transversal de
Carthamus tenuis; (e, f) talllongitudinal de Femeniasia balearica. Escala = 200 p.m.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules rectangulars i recoberta per una cutícula poc desenvolupada. Hipodermis de 3 capes
de cel-lules, algunes amb pigment fose al seu interior. Teixit esclerenquimátic extern de 8
capes de cél-Iules lignificades, on s'han observat cristalls d'oxalat cálcic. Capa de
fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern de 5 capes de cel-lules petites
lignificades; enmig d'aquest teixit, es troben els quatre feixos vasculars. Testa formada per
una epidermis i una hipodermis amb 3 capes de cel-lules cada una, en la hipo dermis hi ha els
feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical arrodonida, formada per cél-lules
epidérmiques no diferents de la resta de l'aqueni. No s'hi han observat cél-lules en coixinet.
Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
FRAN<;A: llavors del Jardí Botánic de Nancy, n. 607/96 (BC).
KAZAKHSTAN, Shimkendskaia oblast, Tiulkubaski rayon: Rayerka (Irsu) a 1 km del poble,
vora al congost de l' Aksu, Ivaschenko, Susanna 2190 i Valles, 30.08.2000 (BC).
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Sect. Odontagnathius (De.) Hanelt
Carthamus dentatus Vahl subsp. ruber (Link) Hanelt
Esquema del talllongitudinal (Fig. 2a) i transversal de l'aqueni (Fig. 2b); detall de la planta
(Fig. 6b); bráctees de l'involucre (Fig. 9a); detall del vil,la (Fig. llc).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color violeta pál-lid a porpra.
Bráctees externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, el doble de llargues que les
bráctees mitjanes i internes, lanceolades, glandulars i lanuginoses, amb nerviació paral-lela
marcada i de color groc pál-lid, llargament espinosodentades, acuminades en una espina
apical vulnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apéndix
cucul-liforme, escariós, oval, dentat i amb una espina vulnerant al'ápex, de llargada similar o
menor a la meitat de la lamina. Bráctees internes de linears a estretament lanceolades, de
marge enter i escariós, amb un apendix apical espinulós.
Aquenis de 5,5 - 6,5 x 3,3 - 4,5 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs rugosos,
fosco s i sense vil-lá; aquenis interns amb una petita cresta apical, de color gris, de superficie
llisa o rugulada en la meitat apical i amb un vil, la doble pluriseriat, de color groc pál-lid a
sa
a
x
o
.e
s,
ie
a
DELIMITACIÓ GENERICA DEL COMPLEX CARTHAMUS-CARDUNCELLUS 53
brunenc, a vegades tacat de color vermellós, de 13 - 16,5 mm de llargada, amb palees amples
i escabrides. Vil· 1<1 extern pluriseriat, les palees més externes truncades i de menor mida i les
internes agudes, més llargues; vil-lá intern connivent, amb les palees més externes agudes i
tan llargues com les del vil· la extern, mentre que les més internes són truncades i de menor
mida.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
ceHules rectangulars i recoberta per una cutícula poc desenvolupada, excepte en la part
apical de l'aqueni. Hipodermis d'l - 2 capes de cél-lules més o menys arrodonides. Teixit
esclerenquimatic extern de 8 capes de cel-lules no molt lignificades, essent les més internes
més lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern de 5
capes de céllules bastant lignificades; enmig d'aquest teixit, es troben els quatre feixos
vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa amb una epidermis de 2 - 3
capes de cel-lules i una hipodermis de 3 capes de cél-lules, on hi ha els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical horitzontal amb 2 capes de cél-Iules en coixinet. Zona
d'abscisió lateral.
Material estudiat:
GRECIA, Creta, Réthymnon: marge carretera entre Fouforas Kourotes, Vilatersana 33,
08.07.1996 (BC).
GRECIA, Creta, Réthymnon: marge carretera N-97 entre Rotosí i Mesohorio, Vilatersana 44,
14.07.1996 (BC).
Sect,Lepidopappus HaneIt
Carthamus alexandrinus (Boiss. & Heldr.) Asch,
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3h); detall de la planta (Fig. 6c).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color blanquinós a porpra.
Bractees externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, glandulars i pubescents, el
doble de l1argues que les bráctees mitjanes i internes, lanceolades, amb nerviació paral-Iela
marcada de color groc p ál'lid, l1argament espinosodentades, acuminades en una espina apical
VUlnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter amb una espina apical vulnerant.
Bráctees internes de linears a estretament lanceolades, de marge enter i escariós, amb un
apéndix apical espinulós.
Aquenis de 4 - 4,5 x 1,5 - 2 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs generalment
foscos, rugosos, de secció quadrangular amb 4 nervis molt marcats i sense vil, la. Aquenis
interns amb una petita cresta apical, de color groc pál-lid a brunenc, sovint tacats de gris, de
superficie llisa , rugulada o rugosa a l'ápex, amb vil-lá doble pluriseriat de color groc pál-lid a
brunenc de 6,5 - 7 mm de llargada, amb palees amples i escábrides, Vil-la extern pluriseriat
amb les palees més externes truncades i de menor mida, i les més internes agudes i més
llargues; vil· la intern connivent, amb les palees més externes agudes, tan llargues com les del
vil-la extern, mentre que les més internes són truncades i de menor mida.
L'anatomia de l'aqueni no s'ha estudiat.
Material estudiat:
EGIPTE, Alexandria: 245 km de Marsa Matruh, junt al poble turístic Bourg-el-Arab,
Susanna 1848 i Vilatersana, 07.06.1998 (BC).
Carthamus boissieri Halácsy
Bráctees de l'involucre (Fig. 9b); detall del vil-lá (Fig. l l d).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color rosa porpra.
Bráctees més externes de l' involucre similars a les fulles caulinars, el doble de llargues que
les br áctees mitjanes i internes, lanceolades, lanuginoses, amb nerviació paral-lela marcada i
de color groc p ál-lid, llargament espinosodentades, acuminades en una espina apical
vulnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apéndix de llargada menor
a la lamina, de consistencia foli ácia, amb nerviació parallela, espinulosodentat amb una
espina apical vulnerant. Bráctees internes de linears a estretament lanceolades, de marge
enter i escariós, amb un ap éndix apical espinulós.
Aquenis de 4,4 - 5 x 2,5 - 3,8 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs molt
irregulars, de color groc pál-Iid a bru fose, rugosos, de secció quadrangular i sense vil-Iá.
Aquenis interns amb una petita cresta apical, de color groc pál-lid sovint tacats de gris o de
bru, de superficie llisa, rugulada a l'ápex, amb vil-lá doble pluriseriat de color groc pál-lid a
brunenc, de 6 - 7 mm de llargada, amb palees amples i escábrides. Vil· la extern pluriseriat
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1 Palees més externes truncades, sovint de color groc pál-lid i de menor mida i lesaWb es
. s agudes i més llargues; vil-lá intern connivent, amb les palees més externes agudes i
IOterne
tan Ilargues com les del vil-la extern, mentre que les més internes són truncades i de menor
mida.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
ccHules rectangulars i recoberta per una cutícula ben desenvolupada, principalment en la part
apical de l'aqueni. Hipodermis d'l - 2 capes de cel-lules més o menys arrodonides. Teixit
esclerenquimatic extern de 7 capes de cél-lules mitjanament lignificades. Capa de
fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern de 4 - 5 capes de cel-lules
petites bastant lignificades; enmig d'aquest teixit, es troben e1s quatre feixos vasculars. No
s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa formada per una epidermis de 3 capes de
cél-lules i una hipodermis de 8 - 10 capes, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris.
Placa apical horitzontal amb 2 capes de cel-lules en coixinet. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
GRECIA, Creta, Réthymnon: marge carretera N-77 entre Réthymnon i Armeni, Vilatersana 26,
07.07.1996 (BC).
GRECIA, Creta, Réthymnon: Spili, marge carretera N-77, a la cruílla a Moume, Vilatersana
29,07.07.1996 (BC).
Carthamus glaucus M. Bieb. subsp. glaucus
Bractees de l'involucre (Fig. 9c); esquema del tall longitudinal de l'aqueni (Fig. 12h);
esquema del tall transversal de l'aqueni (Fig. 13h).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color rosa porpra.
Bn'tctees més externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, una mica més llargues
que les bractees mitjanes i internes, lanceolades, glandulars i lanuginoses, amb nerviació
paral'lela marcada i de color groc pál-lid, llargament espinosodentades, acuminades en una
espina apical vulnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apendix de
Consistencia foliácia amb nerviació paral-lela, de llargada igual o menor a la lamina,
espinosodentat amb una espina apical vulnerant. Bráctees internes de linears a estretament
lanceolades, de marge enter i escariós, amb una espínula apical.
Carthamus leucocaulos Sibth. & Sm.
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3i); detall del tall longitudinal de la part apical de
l'aqueni (Fig. l6b).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color violeta pállid, sovint bastant blanquinoses.
Bráctees més externes de l 'involucre similars a les fulles caulinars, el doble de llargues que
les bráctees mitjanes i internes , lanceolades , glandulars, amb nerviació parallela marcada i de
Aquenis de 4 - 5,5 x 2,6 - 3,5 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs irregulars, de
color bru fose, molt rugosos, de secció quadrangular i sense vil,la. Aquenis interns amb una
petita cresta apical, de color groc pál-lid, gris o bru clar, sovint tacats de fose, de superficie
llisa, rugulada o rugosa a l'ápex, amb vil-lá doble pluriseriat de color brunenc de 8,5 - 9,5
mm de llargada máxima, amb palees amples i escábrides . Vil-lá extern pluriseriat amb les
palees més externes truncades i de menor mida, i les internes acuminades i més llargues;
viHa intern connivent, amb la majoria de palees curtes i truncades i sovint de color groc
pál-lid,
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp . Epidermis uniestratificada formada per
cél-lules rectangulars i recoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis de 3 - 4
capes de cel-lules més o menys arrodonides. Teixit esclerenquimátic extern d' 11 capes de
cél-lules poc lignificades, on s'ha trobat algun cristall d'oxalat cálcic, Capa de fitome1anina
(mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern poc desenvolupat, de 3 - 4 capes de
cél-lules més lignificades; enmig d'aquest teixit, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi
han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa formada per una epidermis de 2 - 3 capes de
cel-lules i una hipodermis poc desenvolupada, de 3 capes, on hi ha els feixos vasculars
intertegumentaris. Placa apical horitzontal amb 2 capes de cel-lules en coixinet. Zona
d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ARMENIA, Ekhegnadzor: próxim al poble d' Agarakadzor, Fajvush, Gabrielyan,
Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1551, Tamanyan i Valles, 20.08.1995 (BC).
IRAN, Azarbayjan-e-Shargui: próxim a Tatar, granja de galls dindi i centre de recerca,
Garcia-Jacas, Mozaffarian, Susanna 1678 i Valles , 07.08.1996 (BC).
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color groc paHid, llargament espinosodentades, acuminades en una espina apical vulnerant.
Bractees mitjanes lanceolades, de marge enter amb una espina apical vulnerant. Bráctees
internes de linears a estretament lanceolades, de marge enter i escariós, amb una espínula
apical.
Aquenis de 3 - 3,5 x 1,8 - 2,2 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs irregulars, de
color gris brunenc a bru fose, rugosos, de secció quadrangular i sense vil, la. Aquenis interns
amb una petita cresta apical, grisencs o brunencs, de superficie llisa, rugulada a l'ápex, amb
vil-lá doble pluriseriat de color groc pál-lid a brunenc de 6 - 6,5 mm de llargada, amb palees
amples i escábrides, Vil-la extern pluriseriat amb les palees més externes truncades, de menor
mida i les internes acuminades i més llargues; el vil-lá intern connivent, amb les palees
truncades i de menor mida.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules rectangulars, algunes de les quals contenen pigment fose en el seu interior, i
reeoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis poc desenvolupada de 2 capes de
cél-lules que contenen pigment fose en el seu interior. Teixit esclerenquimátic extern de 10
capes de cél-Iules molt lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern de 3 -5 capes de cel-lules molt lignificades; enmig d'aquest teixit, es
troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa
formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i una hipodermis molt poc desenvolupada,
on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical horitzontal amb una capa de
céllules en coixinet. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
GRECIA, Creta, Khaniá: base de Moni Hrissoskalitissas, Vilatersana 40, 11.07.1996 (BC).
Carthamus nitidus Boiss.
Detall del vil-la (Fig. 11e); detall del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 16c).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color rosa pál-lid,
Bractees més externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, el doble de llargues que
les bractees mitjanes i internes, lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada, llargament
espinosodentades. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apendix decurrent
Carthamus tenuis (Boiss. & Blanche) Bornm.
Detall de la planta (Fig. 6d); detall del tall transversal de l'aqueni (Fig. 16d).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color rosa pál-lid.
Bráctees de 1'involucre més externes similars a les fulles caulinars, més Ilargues que les
bráctees mitjanes i internes, glanduloses, lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada,
Ilargament espinosodentades. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apendix
de consistencia foliácia, amb nerviació parallela, de Ilargada similar a la lamina,
espinulosodentat amb una espina apical vulnerant. Bráctees internes de linears a estretament
lanceolades, de marge enter i escariós, amb un apéndix apical espinulós.
espinulosodentat, escariós i amb una espina apical. Bráctees internes de linears a lanceolades
amb un ap éndix escariós i una espina terminal.
Aquenis de 4,4 - 5 x 2,5 - 2,8 mm, amplament obpiramidals, de color groc pál -lid o gris clar,
de contorn el-líptic, de superficie llisa, a vegades rugulada a I'ápex, amb vil-lá doble
pluriseriat de color groc pál-lid a brunenc, de 3,5 - 4,5 mm de Ilargada, amb palees no molt
amples i escábrides, Vil -la extern pluriseriat amb les palees truncades o obtuses, sovint de
color groc pál-lid, essent les més externes de mida menor que les més internes; vil-lá intern
connivent, amb les palees més curtes, violácies i truncades. No s'hi han observat aquenis
externs de morfologia diferent.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel-lules rectangulars i recoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis ben
constituida, de 3 - 4 capes de cél-lules més o menys arrodonides. Teixit esclerenquimátic
extern de 5 - 6 capes de cél-lules poc lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor).
Teixit esclerenquimátic intern poc desenvolupat, de 4 - 5 capes de cel-lules més lignificades;
enmig d'aquest teixit, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls
d'oxalat cálcic. Testa formada per una epidermis de 3 capes de cel-lules i una hipodermis
molt poc constituida, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical horitzontal
amb 1 capa de ceHules en coixinet poc desenvolupada. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ISRAEL: desert de Négueb, Mar Morta, R. Levy, 09.1997 (BC).
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Aquenis de 4 - 5 x 2 - 3,2 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs molt irregulars, de
color marró ciar o fose, rugosos, de secció quadrangular i sense vil, la. Aquenis interns amb
una petita cresta apical, de color groc pál-lid o gris, a vegades tacats de bru, de superficie llisa
arnb vil,la doble pluriseriat de color groc pál-lid a marró ciar de 9 - 10 mm de llargada, amb
pajees amples i escábrides. Vil-la extern pluriseriat amb les palees més externes truncades, de
menor mida, i les internes agudes i més llargues; vil.. la intern connivent, amb les palees més
externes agudes o acuminades, tan llargues com les del vil-la extern, mentre que les més
internes són truncades i de menor mida, a vegades de color més pál-Iid que el vil-lá externo
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cel'lules rectangulars i recoberta per una cutícula poc desenvolupada. Hipodermis de 2 capes
de cel-Iules, Teixit esclerenquimátic extern d'aproximadament 8 capes de cellules petites i
lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern poc
desenvolupat, d'unes 6 capes de cél-lules petites ben lignificades; enmig d'aquest teixit, es
troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa
formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i una hipodermis molt poc desenvolupada,
on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical horitzontal amb 1 capa de
cél-lules en coixinet poc desenvolupada. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
ISRAEL: desert de Négueb, Mar Morta, R. Levy, 09.1997 (BC).
Sect. Atractylis Rchb.
Carthamus lanatus L.
Disposició de les primeres fulles (Fig. 3j); bráctees de l'involucre (Fig. 9d).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc.
Bnlctees més externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, més llargues que les
bractees mitjanes i internes, lanceolades, glandulars i lanuginoses, amb nerviació paral-lela
marcada i de color groc pál-lid, llargament espinosodentades, acuminades en una espina
apical vulnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apéndix de
consistencia foliácia de llargada menor a la lamina i nerviació paral-lela, espinulosodentat
amb una espina apical vulnerant. Les bráctees mitjanes internes presenten un apéndix
escariós, poc cucul-liforme, orbicular, de marge denticulat amb una espina apical. Bnktees
internes de linears a estretament lanceolades, de marge enter i escariós, amb un apendíx
apical amb vestigis de l'apéndix orbicular present en les bráctees mitjanes, i espinulós en
I' ápex.
Aquenis de 4,5 - 5,5 x 2,5 - 3,5 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs molt
irregulars, foscos i rugosos, bastant irregulars i sense vil, la. Aquenis interns amb una petita
cresta apical, de color groc pál-lid sovint tacats de gris o de bru, de superficie llisa i rugulada
a I'ápex, amb vil -la doble pluriseriat de color groc pál-lid a rogenc o brunenc, de 10 - 10,5
mm de llargada, amb palees amples i esc ábrides , ViHa extern pluriseriat amb les palees més
externes truncades, sovint de color groc pál-lid i de menor mida i les internes agudes i més
llargues; vil-la intern connivent, a vegades amb algunes palees més agudes i quasi tan
llargues com les externes, de color rogenc o brunenc, pero la majoria de color groc pál-lid,
truncades i de menor mida.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cellules rectangulars i recoberta per una cutícula ben desenvolupada. Hipodermis de 2 - 3
capes de cél -lules més o menys arrodonides. Teixit esclerenquimátic extern de 10 - 14 capes
de cél-Iules molt lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquimátic intern de 4 - 5 capes de cél-lules molt lignificades; enmig d'aquest teixit, es
troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa
formada per una epidermis de 2 capes de cél-lules i una hipodermis de 2 capes de cél-lules, on
hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical horitzontal amb 2 capes de cel-lules
en coixinet. Zona d'abscisió lateral.
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Material estudiat:
ESPANYA, Málaga: entre Alozaina i Ronda, Garcia-Jacas, Julia, J. M. Montserrat 1815,
Susanna i Veny, 03.07.1988 (BC).
GRECIA, Creta, Réthymnon: marge carretera entre Ahlades Perama, Vilatersana 24,
06.07.1996 (Be).
GRECIA, Creta, Réthyrnnon: entre la carretera N-77 i la necrópolis Minois, Vilatersana 27,
07.07.1996 (BC).
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CaythaJllUScreticus L.
. sició de les primeres fulles (Fig. 3k); detall de la planta (Fig. 6e).DIspo
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc, groc pál-lid o blanquinós.
Bnictees externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, més llargues que les bráctees
mitjaneS i internes, lanceolades, amb nerviació paral-lela marcada i de color groc pál-lid,
lIargament espinosodentades, acuminades amb una espina apical vulnerant. Bráctees mitjanes
lanceolades, de marge enter i escariós, amb un apendix apical lleugerament cuculliforme,
oval, escariós, a vegades dentat, amb una espina apical. Les bráctees internes són linears o
estretament lanceolades, de marge enter amb una espina apical.
Aquenis de 4,8 - 6 x 3,1 - 3,5 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs molt
irregulars, foscos, rugosos, de secció quadrangular i sense vil, la. Aquenis interns amb una
petita cresta apical, grisosos o brunencs, de superficie llisa i rugulada a I'ápex, amb vil-lá
doble pluriseriat de color groc pál-lid a brunenc, d'aproximadament 9 mm de llargada, amb
palees amples i escábrides. Vil-la extern pluriseriat amb les palees més externes truncades,
sovint de color groc pál-Iid i de menor mida, i les internes agudes i més llargues; vil,la intern
eonnivent, amb les palees agudes i tan o més llargues que les externes.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cél-lules rectangulars i recoberta per una cutícula poc desenvolupada, principalment en la part
apical de l'aqueni. Hipodermis poc constituida, de 2 capes de cél-lules petites i arrodonides.
Teixit esclerenquimátic extern de 8 - 11 capes de cél-lules poc lignificades. Capa de
fitomelanina (mantell excretor). Teixit esclerenquimátic intern prim, de 4 capes de cél-Iules
petites poc lignificades; enmig d'aquest teixit, es troben els quatre feixos vasculars. No s'hi
han observat cristalls d'oxalat cálcic, Testa formada per una epidermis de 2 - 3 capes de
ceHules i una hipodermis poc constituida, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris.
Placa apical horitzontal amb 1 - 2 capes de cel-Iules en coixinet. Zona d'abscisió lateral.
Material estudiat:
MARROC, AI-Hoceima: entre Tiztoutine i Al-Hoceima, km 417 carretera de Nadar a AI-
Hoceima, Garnatje, Susanna 1772 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC).
MARROC, AI-Hoceima: 11 km S d' AI-Hoceima, a la carretera de Nador, Garnatje, Susanna
1774 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC).
Carthamus turkestanicus Popov
Esquema del talllongitudinal de l'aqueni (Fig. 12i); esquema del tall transversal de l'aqueni
(Fig. 13i).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc.
Bráctees més externes de l'involucre similars a les fulles caulinars, una mica més llargues
que les bráctees mitjanes i internes, lanceolades, glandulars i lanuginoses, amb nerviació
paral-Iela marcada i de color groc pál-lid, llargament espinosodentades, acuminades en una
espina apical vulnerant. Bráctees mitjanes lanceolades, de marge enter, amb un apendix de
consistencia foliácia, amb nerviació paral-lela, de llargada menor a la lamina,
espinulosodentat amb una espina apical vulnerant. Bráctees internes de linears a estretament
lanceolades, de marge enter i escariós, amb un apéndix apical oval, escariós i espinulós;
I'apendix de les bráctees més internes és espinulós.
Aquenis de 4,2 - 5,5 x 2,5 - 3,5 mm, amplament obpiramidals. Aquenis externs molt
irregulars, foscos, rugosos, de secció quadrangular i sense vil-la. Aquenis interns amb una
petita cresta apical, de color groc pál-lid a brunenc, a vegades amb taques fosques, de
superficie llisa i rugulada a l'ápex, amb vil-la doble pluriseriat de color groc pál-lid a bru, de
9 - 10 mm de llargada, amb palees amples i escábrides, Vil-la extern pluriseriat amb les
palees més externes truncades de menor mida i les internes agudes i més llargues; vil,la intern
connivent, amb les palees d'igual mida o lleugerament menor que les externes.
Pericarp diferenciat en exocarp, mesocarp i endocarp. Epidermis uniestratificada formada per
cél-lules rectangulars i recoberta per una cutícula poc desenvolupada . Hipodermis d' 1 - 2
capes de cél-lules més o menys arrodonides. Teixit esclerenquim átic extern de 9 capes de
cél-Iules bastant lignificades. Capa de fitomelanina (mantell excretor). Teixit
esclerenquim átic intern de 4 - 5 capes de cel-lules més lignificades; enmig d'aquest teixit, es
troben els quatre feixos vasculars. No s'hi han observat cristalls d'oxalat cálcic. Testa
formada per una epidermis de 3 capes de cél-lules i una hipoderrnis poc desenvolupada, on hi
ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical horitzontal amb 1 capa de cél-lules en
coixinet. Zona d' abscisió lateral.
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Material estudiat:
ARMENIA, Ararat: prop de Surenavan seguint la conducció d' aigua, a 1 km de la carretera,
Fajvl/sh, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1532, Tamanyan i Valles,
19.08.1995 (BC).
Felllelliasia Susanna
Felllelliasia balearica (Jo Jo Rodr.) Susanna
Disposició de les primeres fulles (Fig. 31); detall de la planta (Fig. 6f); bráctees de l'involucre
(Fig. ge); detall del vil, la (Fig. 11f); detalls del talllongitudina1 de l'aqueni: part apica1 (Fig.
16e) i part basal (Fig. 16f).
Disposició de les primeres fulles oposada.
Flors de color groc.
Bráctees més extemes de l'involucre ovals, amb nerviació paral-Iela marcada, acuminades
amb una espina apical vulnerant aproximadament 4 vegades més llarga que la lamina.
Bráctees mitjanes lanceolades, petites, amb nerviació parallela marcada, de marge enter, amb
un apéndix escariós, laceratodentat i amb una espina apical. Bráctees internes de linears a
lanceolades, amb nerviació paral-lela, de marge enter i un apéndix cucul-liforme dentat.
Aquenis de 2 - 2,5 x 1,3 - 1,6 mm, obovo'idals, amb quatre costelles poc marcades i una
petita cresta apical, de color groc pál-lid a brunenc i de superficie llisa o una mica estriada.
Vil-la doble, caduc en anell, de color brunenc, pinnulat, d'aproximadament 4 - 4,5 mm; el
vil-la extem és pluriseriat, essent les palees més extemes més curtes; el vil· la intem té les
palees més amples i més curtes que les extemes.
El pericarp no esta diferenciat. Epidermis uniestratificada formada per ce! -lules arrodonides i
recoberta per una cutícula ben desenvolupada. No s'hi observa hipodermis. Teixit
esclerenquimatic d'unes 8 capes de cel-lules, amb un augment de la lignificació de fora a
dins, Escampats pel teixit esclerenquimátic, es troben una gran quantitat de cristalls d'oxalat
calcic. Quatre feixos vasculars poc desenvolupats es disposen dins el teixit esclerenquimátic,
en les quatre costelles de l'aqueni. Es troben pigments foscos dins l'epidermis i en la primera
o segona capa de cél-lules esclerenquimátiques, No s'hi observen feixos excretors ben
desenvolupats. Testa formada per una epidermis de 3 capes de cel-lules i per 2 capes de
cél-Iules hipodermiques, on hi ha els feixos vasculars intertegumentaris. Placa apical
horitzontal amb el marge extern en angle recte, formada per cél-lules epidérmiques no
diferents de la resta de l'aqueni i c él-lules esclerenquimátiques poc Iignificades, Zona
d'abscisió subbasal.
Material estudiat:
ESPANYA, Balears: Menorca, Pou d'en CarIes a Capifort, J. J. Rodríguez, 05.06.1873 (BC).
ESPANYA, Balears: Menorca, Pou d'en CarIes ("Caldes"), o. de Bolos i Molinier,
30.03.1959 (BC).
ESPANYA, Balears: Menorca, Mongofre Vel1,J. M. Montserrat 2802,05.08.1991 (BC).
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DISCUSSIÓ
Tal i com han anat deduint els diferents autors, és dificil de trobar carácters morfológics que
ajudin a delimitar genéricament el complex Carthamus-Carduncellus. Seguidament
s 'analitzen un per un els resultats obtinguts de l'estudi dels diferents carácters morfológics .
Primeres fulles: La disposició de les primeres fulles no ha estat discutida anteriorment per
cap autor consultat en la bibliografia, No obstant aixó, es podria dir, realitzant comparacions
amb grups próxims de les Centaureinae, que la disposició oposada de les primeres fulles és
un carácter més primitiu que la disposició alterna de les fulles (Susanna, comunicació
personal).
Es troben les primeres fulles oposades en totes les seccions del genere Carthamus (que inclou
els generes Carthamus, Kentrophyllum i Phonus) i també en Femeniasia (Figs. 3e-l). Per
altra banda, en el genere Carduncellus (incloent el genere Lamottea) les primeres fulles són
alternes (Figs. 3a-c), a excepció de Carduncellus mareoticus que les té oposades (Fig . 3d).
Lamentablement, en aquest estudi no s 'ha pogut incloure Carduncellus fruticosus ; malgrat
tot , es fa possible suposar que presentaria una disposició oposada, ja que és una especie
próxima a Phonus per a alguns autors (López González, 1990) o a Femeniasia per a altres
(Petit, 1997; Petit et al., 2001).
Color deis flósculs: la coloració de les flors per delimitar els diferents generes fou utilitzada
per Sostakovskij (1940; apud Hanelt, 1963), i que classificá dins Carthamus sect.
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Thamnacanthus (= Phonus) totes les especies amb flors grogues, incloent Carduncellus
fruticosus, Carduncellus helenioides i Carduncellus mareoticus; per contra, les especies que
presentaven flors de color rosat o porpra pertanyien a les altres seccions de Carthamus, i
Carduncellus quedava exc1usivament per a les especies de color blau. Tant Hanelt (1963)
coro López González (1990) ja consideraren aquesta c1assificació artificial. Un exemple que
aquest carácter no pot ser usat per a la delimitació genérica és que dins el genere Carthamus
hi ha una especie, e. divaricatus, que presenta poblacions amb flors de color groc, blanc o
porpra (Estilai & Knowles, 1976).
Bractees de l'involucre: La utilització de les bráctees involucrals mitjanes i/o internes per a
la delimitació genérica del complex ha estat una opció molt controvertida. Hanelt (1963) la
usa com a base en el seu estudi sobre Carthamus, opció que fou seguida per Rivas Goday &
Rivas Martínez (1967); pero que altres autors no compartien (Battandier, 1890; Jahandiez &
Maire, 1934; Quézel & Santa, 1963) i altament criticada per López González (1990). Malgrat
tot, Hanelt (1963) ja considera com artificial la utilització d'aquest carácter, si bé el considera
el més útil.
..
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De les nostres observacions i a manera de resum, es poden descriure tres tipus diferents de
bráctees involucrals mitjanes i/o internes. El primer tipus correspon a bráctees que presenten
en el seu extrem apical un apéndix cucul-liforme orbicular, de marge fimbriat, pectinat o
dentat. Aquest carácter és present en la majoria d'espécies de Carduncellus (Figs. 7a-e, 8a),
incloent el genere Lamottea, encara que hi ha excepcions com és el cas de Carduncellus
duvauxii, e. pomelianus i e. reboudianus, dins les especies estudiades. Femeniasia balearica
també mostra aquest carácter, encara que aquest apéndix és bastant redui't, donades les petites
dimensions de les bráctees mitjanes d'aquesta especie (Fig. ge), fet que igualment s'observa
en Carduncellus fruticosus (Fig. 7e).
El segon tipus de bráctees és el de marge enter i amb una espina apical. Es troba en les
especies de Carduncellus que no presenten l'apendix cucul-liforme (e. duvauxii, e.
pomelianus i e. reboudianus) (Figs. 8b-c), i dins el genere Carthamus (Figs. 8d-e, 9b-c), en
les sect, Carthamus i sect. Thamnacanthus (= Phonus) i en la majoria de les especies
estudiades de la sect. Lepidopappus (Carthamus alexandrinus, e. glaucus subsp. glaucus, e.
leucocaulos, e. nitidus i e. tenuis).
El tercer tipus de br áctees, present en la resta d'espécies del genere Carthamus (e. dentatus
subsp. ruber, e. lanatus i e. creticus) (Figs. 9a, 9d) , es caracteritza per presentar un apéndix
més o menys cucul -liforme, de forma lanceolada o oval, pero sempre separat de la lamina per
una estrangulació (Hanelt, 1963; Dittrich, 1969).
La presencia d'aquest tipus de bráctees dins el genere Carthamus, que molts autors han
comparat amb les bráctees cucul-liformes de Carduncellus, i que alguns Carduncellus
presentin bráctees de marge sencer i amb una espina apical, han estat una de les bases de la
crítica a la classificació feta per Hanelt (1963).
Morfologia de I'aqueni: Pel que fa a la morfologia de l'aqueni, s'observa heterocárpia en la
majoria d'espécies de Carthamus (sect. Odontagnathius, sect. Lepidopappus i sect.
Atractylis), que corresponen al genere Kentrophyllum. En canvi, en les especies de la sect.
Carthamus , no es troba heterocárpia, ja que no s'hi observen aquenis amb vil-lá en les
col-leccions estudiades. No obstant aixó, Hanelt (1963) descriví e. gypsicola com una
especie amb heteroc árpia, a l'igual que diferents varietats de e. tinctorius cultivades.
Carduncellus, Femeniasia Carthamus sect. Thamnacanthus (= Phonus) presenten
hornocárpia i en cap cas ha estat citada l'heterocárpia. L'heterocárpia esta considerada com un
carácter més evolucionat que l'homocárpia (Zohary, 1950), ja que afavoreix una diferent
dispersió dels aquenis d'un capíto1.
Referent a l'estructura del vil-lá, molts autors apunten que el fet que el tipus de vil-la sigui
simple o doble es pot considerar com un carácter sense valor taxonómic en aquest grup
(Dittrich, 1969), com també en grups afins , com és el genere Centaurea (Dittrich, 1968b) . Es
considera el vil-la simple com un carácter més primitiu que el viHa doble (Dittrich, 1968b;
Bremer, 1994) , donat que el vil-lá simple és molt escás dins les Centaureinae i molt freqüent
en les Carduinae (Dittrich, 1977; Bremer, 1994; Susanna & Garcia-Jacas, 2001), i alhora es
considera molt fácil que es trobin reduccions posteriors d'un vil-lá doble a simple (Dittrich,
1968b, 1977). Malgrat tot, el tipus de viHa ha estat també utilitzat per a la delimitació
genérica, en aquest cas per separar Lamottea de la resta d'espécies de Carduncellus (López
González, 1990).
Dels estudis realitzats, es despren que el vil-la de totes les especies estudiades és doble.
Moltes vegades es troba una diferenciació molt clara entre els dos verticils del vil-la doble,
com és el cas de Carthamus [menys la sect. Thamnacanthus (= Phonus)], Carduncellus que
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pertanyen al grup de Lamottea definit per López González (1990) i Carduncellus fruticosus.
Pero fins i tot en la resta d'espécies de Carduncellus i en Femeniasia, que presenten un anell
que uneix els diferents verticils del vil-la, encara trobem les característiques de vil-lá doble
definides per Dittrich (1977). S'observa, en primer 110c, que les palees del vil-la extern
presenten un increment de la llargada de fora a dins; i en segon 110c, una diferencia en la
morfologia dels diferents verticils, ja que les palees més internes, les que corresponen al vil-lá
intern, són més amples i més llargues que la resta. Dittrich (1969) considera que totes les
especies que presentaven el vil-la soldat en un anell, tenien un vil-la doble, a excepció de
Carduncellus mitissimus i C. monspelliensium a qui adjudica un vil-la simple, donat que les
dissimilituds entre els dos verticils són poc evidents. Pero aquestes dissimilituds es fan més
remarcables quan s'humiteja el vil-lá, ja que les palees del vil-la intern i extern s'estenen en
sentit contrari, quedant llavors una estructura globosa. Aquest diferent comportament de les
palees del verticil intern i extern ve donada per una morfologia distinta.
Un altre exemple de la dificultat de considerar si un vil-la és simple o doble, la tenim en
Carthamus arborescens (Fig. 11b). Segons l'autor que la descrigui, aquesta especie passa de
tenir un vil-la simple (Battandier, 1890; Hanelt, 1963, López González, 1998) a un vil-lá
doble (Dittrich, 1969; López González, 1990). La dificultat de la seva descripció radica en la
facilitat de com el vil-lá es fa caduc, principalment el vil-la interno La dificultat d'avaluar
l'existéncia del vil-la doble ja fou anotada per Wagenitz & Hellwig (1996).
La morfologia de les palees varia entre les diferents especies: trobem palees amples en totes
les especies de Carthamus, amb l'excepció de la sect. Thamnacanthus (Figs. 11c-e), si bé
Carthamus nitidus (Fig. 11e) presenta un vil-la molt similar al que descriví Hanelt (1963) en
les especies pertanyents a Carthamus sect. Carthamus que presenten vil, la. En canvi, en
Carduncellus i Femeniasia les palees són bastant més primes. També varia el tipus
d'omamentació de les palees, poden ser pinnulades [en la majoria d'espécies de Carduncellus
(Figs. 10b-c, 10e-f, 11a), Carthamus sect. Thamnacanthus (Fig. 11b) i Femeniasia (Fig.
lIf)]; plomoses [en algunes especies de Carduncellus (Figs. lOa, lOd), no essent cap
d'aquestes especies pertanyent a Lamottea] o escábrides [la resta de Carthamus amb vil-la
(Figs. 11c-e)]. Bremer (1994) ja indica que aquest no era un carácter determinant de genere,
encara que podia ser constant en alguns generes.
(1969, 1977).
La placa apical aporta diversos carácters diferencials que permeten separar un grup
d'espécies. El primer carácter seria la presencia en la placa apical de cél -lules en coixinet en
les especies de Carthamus sect. Odontagnathius, sect. Lepidopappus i sect. Atractylis (que
correspondria al genere Kentrophyllum) (Fig. 16b). En la sect. Carthamus aquestes cél-lules
no han estat observades, encara que Dittrich (1969) les cita com rudimentáries, En la resta de
generes, com Carduncellus (incloent Lamottea), Phonus (= Carthamus sect. Thamnacanthus)
i Femeniasia, no s'han observat aquestes cél-lules epidérrniques especials en la placa apical.
En lloc d' aix ó, es troben cél-lules epidérmiques, pero no diferents a les de la resta de
l'aqueni. Un segon carácter que permet separar diferents grups d'espécies és la forma de la
placa apical, essent en Carduncellus, Carthamus sect. Thamnacanthus (= Phonus) i
Femeniasia amb una paret externa amb el marge recte (Figs. 15b, 16e); en Carduncellus
calvus i C. mareoticus, aquesta placa apical és bastant arrodonida, pero tendeix a formar un
cert angle. En Carthamus sect. Carthamus, aquesta placa és completament arrodonida. 1 en la
-
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Anatomia del pericarp: De forma general, podem dir que l 'anatomia del pericarp presenta
alguns carácters diferencials i que ja han estat utilitzats per a la delimitació dels diferents
generes del complex (López González, 1990). En primer lloc, l'existencia d'un pericarp
indiferenciat (Figs. 12c-d, 12f, 13c-d, 13f, 14e-f, 15c-d, 16e-f), que es troba en les especies
de Carthamus sect. Thamnacanthus i en Carduncellus fruticosus i Carduncellus mareoticus,
que correspon al genere Phonus descrit per López González (1990), així com també es troba
en Femeniasia balearica, mentre que la resta d'espécies del complex presenten un pericarp
diferenciat en tres capes: exocarp, mesocarp i endocarp (Figs. 2a-b, 12a-b, 12e, 12g-i , 13a-b,
Be, 13g-i , 14a-d, l Sa-b, 15e-f, 16a-d). Aquest carácter va lligat amb I'existéncia de vasos
excretors, com es dóna en les especies que presenten pericarp indiferenciat o l' existencia
d'un mantell excretor o de fitomelanina en la resta d'espécies que tenen un pericarp
diferenciat.
A part d'aquest carácter, Dittrich (1968c) apunta que la consistencia del pericarp era
important. En els estudis realitzats, es pot detectar que en la majoria d'espécies de
Carduncellus hi ha poca lignificació i, a més , moltes especies també tenen la capa
esclerenquimática externa formada per poques capes de cel -lules (Figs. l-la-d, 15a-b),
presentant les especies de Carthamus una major lignificació, fet anotat també per Dittrich
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ra de Carthamus (= Kentrophyllum) aquesta placa és plana a causa de la formació de les
resu
ceHules en coixinet (Fig. 16b).
La zona d'abscisió dels aquenis també presenta diferencies importants. Pot ser subbasal,
caracter poc freqüent en les Centaureinae, i que es dóna en certes especies de Carduncellus
(mai dins el genere Lamottea) i en Femeniasia (Fig. 16f). Per altra banda, en la resta de
Cardlillcellus i en totes les seccions de Carthamus, la zona d'abscisió és lateral, carácter
unifonne dins els genere Carthamus, mentre que en Carduncellus sembla més aleatori, essent
a vegades dificil de determinar, com és el cas de Carduncellus cuatrecasasii, en que no se
sap bé com definir-la. Una hipótesi seria que segons la posició de l'aqueni dins el capítol pot
variar lleugerament aquest carácter,
Altres carácters, com són la presencia de pigments foscos en l' epidermis o hipodermis,
presencia d'oxalat cálcic, semblen no tenir cap importancia taxonómica. L'abséncia
d'eliosoma i el pericarp glabre, l'estructura de la testa i deIs feixos vasculars són carácters
constants dins el complex Carthamus-Carduncellus.
En fi, pel que fins ara s'ha observat, no es troba cap carácter que per si sol diferencií els
distints generes que formen el complex Carthamus-Carduncellus. Malgrat tot, sembla ser que
bi ha certes tendencies evolutives com poden ser: fulles oposades versus fulles alternes;
pericarp indiferenciat versus pericarp diferenciat; vasos excretors més o menys rudimentaris
versus mantell excretor; homocárpia versus heterocárpia ....
~I
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Wagenitz (1955), en un ampli estudi amb microscopi óptic, descriví 8 tipus de poi' len
diferents que es troben en les Centaureinae (Fig . 17). EIs estudis posteriors confirmen que el
tipus de pol-len és un deis carácters més fiables per al' análisi de la filogénia de Centaurea
sensu lato (Susanna et al., 1995; Wagenitz & Hellwig, 1996; Garcia-Jacas et al ., 2000, 2001).
El primer tipus de pollen descrit per Wagenitz (1955) és el tipus de pol -len Serratula, que és
el més arcaic o primitiu, i es troba en diferents subtribus i tribus, incIoent els generes basals
de les Centaureinae, en la subtribu Carduinae, i en un deis generes de la tribu Mutisieae,
Warionia Benth. (Dittrich, 1977). El segon tipus de pol-len és el tipus Crupina, que solament
es traba en el genere Crupina (Pers.) Cass. El tercer és el tipus Centaurea centaurium, que es
traba en la sect. Centaurea i en el genere Stizolophus Cass. El quart és el tipus de poi, len
Dealbata, que és un car ácter diagnóstic per a un ampli grup de seccions del genere Centaurea
i alguns generes petits que es troben a la regió irano-turaniana (Turquia, el Caucas i 1'Iran) i
que han estat recentment cIassificats com a genere Psephellus Cass. [Wagenitz & Hellwig
(1996), Susanna & Garcia-Jacas (2001)]. EIs tipus cinque i sise corresponen als tipus de
pol'len Cyanus i Montana , que estan limitats al genere Centaurea sect. Cyanus i Centaurea
sect, Montana respectivament. El seté, el tipus Centaurea scabiosa és característic de
Centaurea sect. Acrocentron. 1 l'últim tipus, el vuité, és el tipus de poi'len Jacea,
característic d'un ampli grup d'espécies que, malgrat presentar hábitats i morfologia diverses,
s'ha trobat que era un grup monofilétic (Garcia-Jacas et al., 2000). El tipus més primitiu de
,pol'len és el tipus Serratula, que té espines i una exina complexa (Fig. 17).
l'evolució pol-línica presentada com hipótesi per Wagenitz (1955) segueix dues direccions.
El primer procés és la pérdua d'espines que dóna lloc als tipus Dealbata, Montana i Cyanus,
(2001).
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que són tipus de pol-len llisos o escabrosos, pero encara presenten l' exina diferenciada en
dues capes (Fig. 17). El segon procés és la progressiva simplificació de l'exina, que dóna lloc
als tipus de pol-len Crupina i Centaurea centaurium i que es caracteritzen per ser espinosos,
pero la capa basal de l'exina es troba reduída en comparació amb el tipus de pol-len Serratula
(Fig. 17). En els dos tipus de pol-len més evolucionats, Centaurea scabiosa i Jacea, s'han
donat els dos processos evolutius i, per tant, aquests dos tipus de pol-len són no espinosos i
caveats. Aquesta idea d'evolució del pol-len desenvolupada per Wagenitz (1955) ha rebut el
suport d'estudis posteriors, tant morfológics (Wagenitz & Hellwig, 1996) com moleculars
(Susanna et al., 1995; Garcia-Jacas et al., 2000, 2001). La Fig. 18 mostra la filogénia dels
tipus de pol-len suggerida a partir dels estudis moleculars realitzats per Garcia-Jacas et al.
El complex Carthamus-Carduncellus ha estat molt poc estudiat palinológicarnent; solament
s'han fet estudis parcials en especies puntuals. Skvarla et al. (1977) realitzá un compendi
d' aquests estudis, destacant entre ells els estudis amb microscopi óptic fets per Pla Dalmau
(1957) [Carthamus lanatus L.], Dimon (1971) [Carduncellus duvauxii Batt. . & Trab.,
Carthamus lanatus i C. oxyacantha M. Bieb.], Avetisian & Tonjan (1975) i Tonjan &
Mekhakian (1975) [Carthamus lanatus i C. oxyacantha] i estudis amb microscopi electrónic
de rastreig per Watanabe (1984) i amb microscopi electrónic de transmissió per Skvarla et al.
(1977), tots dos estudiant Carthamus tinctorius L. Díez (1987) realitzá estudis amb
microscopi óptic i/o amb microscopi electrónic de rastreig de Carthamus lanatus, C.
tinctorius i Carduncellus caeruleus (L.) C. Presl.
Wagenitz & Hellwig (1996) anotaren que les especies del complex Carthamus-Carduncellus
presentaven un pol-len espinós similar al pol-len Centaurea centaurium pero amb una
reducció de les columel-les i amb una llargada superior a l'amplada. Aquesta posició del tipus
pol-línic dins el tipus de pol-len Centaurea centaurium contradiu I'evidencia morfológica i
molecular de la posició del complex Carthamus-Carduncellus com un grup recent dins les
Centaureinae. El tipus de pol-len Centaurea centaurium esta restringit als generes Centaurea
sensu stricto i Stizolophus, els quals es disposen en posició basal en totes les análisis
moleculars (Susanna et al., 1995; Garcia-Jacas et al., 2000, 2001). No obstant aixó , el
complex Carthamus-Carduncellus mostra altres carácters morfológics com són la freqüent
presencia d'espines i el vil-la caduc, que sovint s'han interpretat com a carácters primitius
CYANUS
MONTANA
DEALBATA
SERRATULA
CENTAUREA SCAB/OSA
CENTAUREA CENTAUR/UM
JACEA
CRUP/NA
(LópeZ González, 1990). La presencia d'aquest tipus de pol-len primitiu podría ser consistent
amb la interpretació que aquests carácters són persisténcies d'estats ancestrals.
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Figura 17. Esquema de l'evolució pol-línica suggerida per Wagenitz (1955) .
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Donada la inconsistencia entre el tipus de pol-len i la posició del complex Carthamus-
Cardunce/lus en la fílogénia, l'objectiu d'aquest estudi és examinar el pol-len de diferents
especies del complex Carthamus-Cardunce/lus usant el microscopi electrónic, tant el de
rastreig com el de transmissió, per:
(i) saber si el tipus de poi-len del complex Carthamus-Cardunce/lus pertany al
primitiu tipus de pol-len Centaurea centaurium, malgrat l'evidencia molecular que es
tracta d'un grup derivat.
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JACEA
CYANUS / MONTANA
r--+--- CARTHAMUS
CENTAUREA SCAB/OSA
DEALBATA
CENTAUREA CENTAURIUM
_ CRUP/NA
SERRATULA
GRUP EXTERN
(ii) revisar si es troba algun carácter morfológic en el pol-len que ajudi a diferenciar
e1s sis possibles generes descrits en l'esmentat complex: Carduncellus, Carthamus,
Femeniasia, Kentrophyllum, Lamottea i Phonus.
Figura 18. Esquema condensat que mostra els tipus de poi' len a partir de la filogénia molecular de la
subtribu Centaureinae basat en les seqüéncies de la regió ITS del DNA ribosómic nuclear i de la regió
cloroplástica matK (Garcia-Jacas et al., 2001). La posició de Crupina és hipotética.
MATERIAL 1 METODES
Material utilitzat
En un estudi inicial s'examiná el pol-len de 13 especies del complex Carthamus-
Carduncellus amb el microscopi electrónic de rastreig i amb criofractura. En veure
I 'homogeneítat que presentaven les diferents especies del complex pel que fa al tipus de
pol-len, se seleccionaren 9 especies per fer estudis amb el microscopi electrónic de
transmissió (vegeu Taula 2). Aquestes mostres pertanyien a tots els possibles generes que
formen el complex (Hanelt, 1963; López González, 1990): Carduncellus (1), Carthamus (1),
Femeniasia (1), Kentrophyllum (2), Lamottea (1) i Phonus (1). A més, s'inc1ogué
Carduncellus fruticosus (Maire) Hanelt i C. mareoticus (De1ile) Hanelt, d'ubicació genérica
dubtosa, ja que Hanelt (1963) les situá dins el genere Carduncellus i López González (1990)
dins el genere Phonus. Per poder comparar, s'usaren dues especies de Centaurea sect.
Centaurea que presenten un tipus de pol-len Centaurea centaurium (Centaurea alpina 1. i
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Taula 2. Llista d'espécíes, localitats de les poblacions utilitzades en l'estudi de pol-len i tipus d'estudi microscopio (R = microscopi
electróníc de rastreig; e = criofractura; T = microscopi electrónic de transmissió).
Especie Localitat
Carduncellus dianius Webb Espanya, Valencia: Cap de Sant Antoni próxim a Xábia, Garcia-Jacas, Susanna 1479 i Vilatersana, 17.06.1995 (BC). R,T.
Carduncellus duvauxii Batt. & Marroc, Al-Hoceima: 8 km S de Tafraoute, Gómiz, 23.04.1994 (BC). R,C,T.Trab.
Carduncellus fruticosus Marroc, Ouarzazate: gorges del riu Todrha, Benedi, G. Montserrat i J. M Montserrat 2407, 05 .06.1989 (BC). R,C, T.(Maire) Hanelt
Carduncellus hispanicus Espanya, Almeria: Sierra de Gádor, entre Roquetas i Canjáyar, Garcia-Jacas, Susanna 1614 i Vilatersana, 22.06.1996 R,e.Boiss. ex De. (BC).
Carduncellus mareoticus Egipte, Alexandria: 20 km de Burg-el-Arab a El Amiriya, en King Mariut, Susanna 1836 i Vilatersana, 07.06.1998 (BC). R, T .(Delile) HaneIt
Carduncellus Espanya, Tarragona: Sto Magí de Brufaganya, CaTIÚ costat de l'esgl ésia, Vilatersana 4,10.06.1995 (BC). R,C.
monspelliensium All.
Carduncellus pomelianus Marroc, Al-Hoceima: Aknoul, Jbel Azrou Akechar, Boratynski i Romo 8792,16.06.1995 (BC). R,C.Batt.
Carthamus arborescens L. Espanya, Almeria: Sierra de Gádor próxim a Félix, J. M Montserrat, 27.08.1990 (BC) . R, T.
Carthamus arborescens L. Espanya, Almeria: Cabo de Gata, Las Negras, Vilatersana 23, 04.04 .1996 (BC). R,C.
Carthamus dentatus Vahl Grecia, Creta, Réthyrnnon: carretera entre Fouforas i Kourotes, Vilatersana 33, 08.07.1996 (BC). R,C,T.
subsp. ruber (Link) Hanelt
Carthamus glaucus M. Bieb . Armenia, Ekhegnadzor: próxim al poble d'Agarakadzor, Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna R,C.
subsp, glaucus 1551, Tamanvan i Valles, 20.08.1995 (BC).
Carthamus gypsicola Iljin Armenia, Ararat: just passat el poble de Vedi, Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1579, R,e.Tamanvan i Valles, 25.08 .1995 (BC).
Carthamus lanatus L. Espanya, Valencia: camí de Tavernes de Valldigna a Alzira, crui'lla de Simat de Valldigna, Garcia-Jacas, Susanna 1473 i R,e.Vilatersana, 17.06.1995 (BC).
Carthamus leucocaulos Sibth. Grecia, Creta, Khaniá: base de Moni Hrissoskalitissas, Vilatersana 40, 11.07.1996 (BC) . R, T.&Sm.
Carthamus oxyacantha M. Iran, Azarbayjan-e-Gharbi: 30 km de Khoy en el camí a Orunúyeh, Garcia-Jacas, Mozaffarian, Susanna 1689 i Valles, R,T.Bieb. 08.08.1996 (BC).
Carthamus tinctorius L. Llavors del Jardí Botánic de Nancv, Franca (607/96) (BC). R, e.
Carthamus turkestanicus Armenia, Ararat: prop de Surenavan, seguint la conducció de l'aigua, a 1 km de la carretera, Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, R,C.Popov Guara, Hovannisyan, Susanna 1532, Tamanyan i Valles, 19.08.1995 (BC) .
Centaurea alpina L. Espanya, Palencia: entre Dueñas i Ampudia, Casaseca i Fernández Diez, 05.07.1974 (BC) . T .
Centaurea ruthenica Lam. Romania, Transilvánia: entre Apahida, Korpádi Kolos, Janka, 24.06.1876 (BC). R,T.
Femeniasia balearica (J. 1. Espanya, Balears: Menorca, Mongofre Vell, J. M Montserrat 2802,05.07.1991 (BC) . R,C,T.Rodr.) Susanna
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Metodes utilitzats
Centaurea ruthenica Lam.). L'origen de les mostres, l'herbari on estan dipositades la
técnica utilitzada en cada una d'elles vénen detallats a la Taula 2.
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Per obtenir el pol- len, les anteres, procedents de material frese o d'herbari, foren
disseccionades en una gota d'etanol 96% sobre un filtre Millipore d' 1,2 cm de diámetre, amb
un porus de 2,0 /lm de diámetre, Per a l'observació amb microscópic electrónic de rastreig
(SEM - "scanning electronic microscopy"), el pol-Ien fou acetolitzat amb el micro-metode
d' Avetisian (1950), usant una solució 9:1 anhídrid acétic pur/ácid sulfúric concentrat sobre
una placa calefactora durant 1 a 5 segons, a 70°C. El pol-len acetolitzat es metal-litzá
("sputtering") amb una capa d'or i es fotografiá usant un microscopi electrónic Hitachi 52300
a 15 kV en els Serveis Científico-Técnics de la Universitat de Barcelona.
Les fractures deIs grans de pol-len s'obtingueren usant el procediment de Fontarnau
(comunicació personal). Aquest metode implica una ultracongelació amb nitrogen líquid i
posterior tall amb una ganiveta de vidre. Encara que aquesta técnica és lenta, la
ultracongelació evita l'excessiva deformació de la mostra i el col-lapsament del gra de pol-len
en la posició de tallo Aquests grans de pol-len fracturats es cobriren amb una capa d' or i
posteriorment s' observaren i es fotografiaren al microscopi de manera similar a la descrita
anteriorment.
A partir de les fotografies obtingudes, es realitzaren mesures de la llargada de l' eix polar (P) i
la llargada de l' eix equatorial (E) deIs grans de pol-len i la forma s' estima amb la relació
llargada eix polar/llargada eix equatorial (PIE). D'aquestes mesures, es determina la mitjana i
la desviació estándard a partir de 10 mesures, encara que en algun cas, Carthamus
leucocaulos, solament es pogueren realitzar tres mesures de cada parámetre estudiat. Totes
aquestes mesures estan detallades a la Taula 3.
Figura 19 (pagina següent). Microfotografies al microscopi electrónic de rastreig (a) Carduncellus
dianius; (b) Carduncellus duvauxii; (d) Carduncellus fruticosus; (f) Carduncellus hispanicus; (h)
Carduncellus. mareoticus; (i) Carduncellus monspelliensium; (k) Carduncellus pomelianus. Escala ==
10 um. Microfotografies al microscopi electrónic de rastreig de criofractures (e) Carduncellus
duvauxii; (e) Carduncellus fruticosus; (g) Carduncellus hispanicus; U) Carduncellus
monspelliensium; (1) Carduncellus pomelianus. Escala =5 um,
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seguí Erdtman (1952) i Faegri & Iversen (1975).
Tant per a les descripcions morfológiques com per a la forma i la c1assificació escultural, se
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Per a les observacions amb microscopi electrónic de transmissió (TEM - "transmission
electronic microscopy"), les mostres foren fixades en paraformaldéhid al 2% i glutaraldéhjj
al 2,5% en tampó fosfat 0,1 M. Posteriorment, es realitzaren 5 rentats amb el tampó fosfat 0,1
M. La post-fixació es féu amb tetraóxid d'osmi a 1'1% en la mateixa solució de tampó (0,1
M). Es realitzaren quatre rentats a les mostres amb el mateix tampó i després es deshidrataren
amb acetones i, posteriorment, les mostres foren incloses en resina Spurr i tallades a 600 A
amb un micrótom Ultracut-E. Les mostres s'examinaren i es fotografiaren usant un
microscopi Hitachi H-800 MT. Tots aquests processos es dugueren a terme també en els
Serveis Científico-Técnics de la Universitat de Barcelona.
RESULTATS 1 DISCUSSIÓ
En l' estudi inicial al microscopi electrónic de rastreig i amb criofractura no s'observa cap
carácter pol-línic, com podrien ser diferencies de mida o de forma, que permetés diferenciar
entre els diferents generes que formen el complex Carthamus-Carduncellus. Es decidí donar
solament els resultats numérics de l' estudi procedent de la segona fase. Aquests resultats
numérics estan detallats a la Taula 3.
La descripció anatómica del pol-len del complex Carthamus-Carduncellus és la següent:
Pol-len trizonocolpat, isopolar, amb simetria radial, prolat-esferoídal a subprolat, equinat amb
espines enllacades per elevacions del téctum, amb petites perforacions entre les espines (Figs.
19-21). Téctum parcial amb tres capes, infratéctum columel-lar, no caveat (Fig. 22).
Figura 20 (pagina següent). Microfotografies amb microscopi electrónic de rastreig (a) Carthamus
arborescens; (e) Carthamus dentatus subsp. ruber; (f) Carthamus glaucus subsp. glaucus; (h)
Carthamus gypsicola; G) Carthamus lanatus; (1) Carthamus leucocaulos. Escala = 10 !lID.
Microfotografies amb microscopi electrónic de rastreig de criofractures (b) Carthamus arborescens;
(d, e) Carthamus dentatus subsp. ruber; (g) Carthamus glaucus subsp. glaucus; (i) Carthamus
gypsicola; (k) Carthamus lanatus. Escala = 5 um,
v
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Figura 21. Microfotografies amb microscopi electrónic de rastreig (a) Carthamus oxyacantha; (b)
Carthamus tinctorius; (d) Carthamus turkestanicus; (g) Femeniasia balearica ; (i) Centaurea
ruthenica. Escala 10 um, Microfotografies al microscopi electrónic de rastreig de criofractures (e)
Carthamus tinctorius; (e, f) Carthamus turkestanicus; (h) Femeniasia balearica. Escala 5 um.
~)
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Táxon p E PIE
41,66 - 48,64 /lffi 38,33 - 46,66 /lffi
Carduncellus duvauxii X =43,95/lffi X =42,29/lffi 1,03
an _1 = 2,61 an-J =2,36
28,10 - 37,50 /lffi 21,62 - 29,16 /lffi
Carduncellus mareoticus X = 30,80 /lffi X = 25,25 /lffi 1,21
an.( = 2,96 an-( = 2,26
33,33 - 42,16 /lffi 30,00 - 42,10 /lffi
Carduncellus fruticosus X =37,31/lffi X = 35,53 /lffi 1,05
an_!=2,91 a n_ J=3,17
33,33 - 42,16 /lffi 42,50 - 62,16 /lffi
Carduncellus dianius X = 53,58 /lffi X = 49,98 /lffi 1,07
a n_ I = 7,57 an_¡=7,51
30,00 - 45,00 /lffi 30,00 - 45,00 /lffi
Femeniasia balearica X = 35,20 /lffi X = 33,87 /lffi 1,03
a n _( = 3,95 an -I = 4,24
42,70 - 50,00 /lffi 37,83 - 43,33 /lffi
Carthamus arborescens X = 46,09 /lffi X = 41,35 /lffi 1,11
an_¡=2,49 an_¡= 1,70
35,13 - 58,10 /lffi 32,43 - 48,64 /lffi
Carthamus oxyacantha X = 48,13 /lffi X =38,54 p,ffi 1,24
a n- I = 7,87 an_¡=4,64
Carthamus dentatus subsp . 40,00 - 48,64 /lffi 35,13 - 41,62 /lffiX = 46,40 /lffi X = 38,47 /lffi 1,20
ruber
a n _(=3,22 a n_ 1= 1,81
Carthamus 45,00 - 53,33 /lffi 42,50 - 45,00 /lffi
leucocaulos (0)
X = 49,35 /lffi X = 43,58 /lffi 1,13
ano! = 4,17 an-¡= 1,28
Taula 3. Mesures deIs gran s de pol-len P = llargada de I'eix polar, E = llargada de I'eix equatorial,
PIE = relació llargada eix polarlllargada eix equatorial. L'asterisc (*) indica que s'han realitzat tres
mesures; la resta esta basada en 1Omesures.
D'acord amb la descripció de Wagenitz (1955), el tipus de pol- len anatómicament més
proxim al complex és el tipus Centaurea centaurium (Figs. 21i, 22k-l). No obstant aixó,
mentre que Wagenitz (1955) descrivia aquest tipus de pol-len com oblat, com es confirma
amb els nostres resultats (Fig. 21i), tots els generes que formen el complex Carthamus-
Carduncellus presenten sempre grans de pol-len subprolat o prolat-esferoi'dal (Figs. 19-21;
Taula 3), tal com ja anotaren Wagenitz & Hellwig (1996). Aquest carácter és crucial en la
classificació del pol-len en la subtribu Centaureinae, ja que l'únic carácter que segrega els
tipus de pol-len Cyanus, Dealbata i Montana són les diferencies en la forma (Fig. 17;
Wagenitz, 1955).
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Al costat de les diferencies en la forma, trobem també una petita diferencia en la distancia
tr C
olumeHes de l'estrat basal en el complex Carthamus-Carduncellus (Figs. 22a-j), que
en e
ésmés ampla que la que es troba en els representants estudiats de tipus de pol-len Centaurea
ce1ltaurium (Figs. 22k-I). Aquests espais més amples entre columel-les podrien confirmar la
tendencia cap a 1'eliminació de l'estrat basal i la formació de la cávea del tipus de pol-len
Centaurea scabiosa i Centaureajacea. No obstant aixó, la quantificació d'aquest carácter és
impossible amb el microscopi electrónic, ja que l'error produít tant en la manera com
s'obtenen les imatges com per la deformació produída pel tan dels grans de pol-len és més
gran que la magnitud de la mesura que es vol quantificar.
En conc1usió, tenint en compte aquesta diferencia de la forma, el tipus de pol-len del complex
Carthamus-Carduncellus no pot ser c1assificat com Centaurea centaurium. Per aixó, es
propasa crear un nou tipus de pol-len, Carthamus, per definir el pol-len del complex
Gartlzamus-Carduncellus, descrit anteriorment.
Seguint l'evolució pol-línica de Wagenitz (1955) (Fig. 17), aquest nou tipus de pol-len
Carthamus, s'hauria de col, locar relacionat amb Centaurea centaurium, si bé en alguns
aspectes, com la forma i la distancia entre columel-les, és intermedi entre aquest i el tipus de
pol-len Centaurea scabiosa (Fig. 17).
L'estructura en dues capes de l'exina, amb un redurt estrat basal de les columel-les (Figs.
22a-j), ens recorda fortament el tipus de pol-len Centaurea centaurium (Figs. 22k-
1).Tanmateix, l'evidencia molecular no és compatible amb les relacions entre els tipus de
pollcn Centaurea centaurium i Carthamus, ja que el tipus de pol-len Carthamus, junt amb el
tipus de pol-len Centaurea scabiosa, s'agrupa sempre en una elada monofilética amb altres
tipus de pol-len que no deriven de Centaurea centaurium: els tipus de pol-len Cyanus i
Montana (Fig. 18). Segons 1'esquema de Wagenitz (1955) (Fig. 17) aquests dos tipus de
poI,len, Cyanus i Montana, són no espinosos i tenen les dues capes de l'estrat basal de l'exina
arnh el tipus de pol- len Serratula (Fig. 17), amb les columel-les basals no simplificades o
--::-:-:--=-:::-- -- - - - - - - - - - - - ----------------~ig~ra 22 (pagina anterior) . Microfotografies amb micro scopi electrónic de transmissió (a, b)
Wdll/lcellus dianius; (e) Carduncellus duvauxii; (d) Carduncellus fruticosus; (e) Carduncellus
111al' 1' -1 eoucus, (f) Carthamus arborescens; (g) Carthamus dentatus subsp . ru ber; (h) Carthamus
~"cocau/os; (i) Cartliamus oxyacantha; ü) Femeniasia balearica; (k) Centaurea alpina; (1)
ellfmll'ea ruthenica. Escala =2 um,
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espaiades com és el cas del tipus de pol-len Carthamus (Figs. 22a-j). Per contra, els tipus de
pol-len Cyanus i Montana deriven del tipus de pol-len Dealbata (Wagenitz, 1955, Fig. 17),
que mostren la mateixa estructura, pero difereixen en la mida i en la forma.
Segons aixó, s'haurien d'efectuar alguns petits canvis en l 'esquema de l'evolució del pol-len
suggerida per Wagenitz (1955) per poder situar el nou tipus de pol-len Carthamus i, alhora
,
no trencar I'evidencia molecular illustrada a la Fig. 18 (Garcia-Jacas et al., 2001). La nostra
hipótesi esta resumida a la Fig. 23 . BIs sis tipus de pol: len que constitueixen un llinatge
monofilétic (Carthamus, Cyanus, Dealbata, Jacea, Montana i Centaurea scabiosa), atenent
tant al coneixement molecular com morfológic, podrien derivar d'un hipotétic avantpassat
JACéA
Figura 23. Nou esquema hipotétic de l'evolució deis tipus de poi' len en les Centaureinae, incloent el
nou tipus de pol-len Carthamus.
amb tipus de poi' len Serratula. No obstant aixó , aquest avantpassat hauria de ser diferent de
I'antecessor del tipus de pol-len Centaurea centaurium.
potser la diferencia més gran entre els esquemes de l'evolució pol-Iínica representats a la Fig.
17 (Wagenitz, 1955) i a la Fig. 23 és la diferent posició del tipus de pol-Ien Jacea. En
1esquema de Wagenitz (1955), el tipus de pol-len Jacea derivava d'un avantpassat comú
amb el tipus de poi' len Centaurea scabiosa (Fig. 17). No obstant aixo, les análisis moleculars
sempre han suggerit que el grup germá de la cIada Jacea era el grup Cyanus/Montana (Fig.
18), com es ref1ecteix en el nou diagrama que es proposa (Fig. 23), i els carácters morfológics
també donen suport a aquesta estreta relació. A primera vista, l'origen del tipus de poi' len
lacea dins del tipus Cyanus-Montana podria requerir una reversió, el pas de llis a
microequinat o escabrós. No obstant aixó, l'origen del tipus Jacea no es troba en les formes
presents del tipus Cyanus/Montana -el tipus de poi' len llis Dealbata derivat del tipus de
pol-len Serratula que presenta espines (Fig. 17)- i es pot llanear la hipótesi que aquests tipus
de pol-len llisos, Dealbata, Cyanus i Montana, tenen un avantpassat comú espinós o equinat i
que aquest avantpassat de Cyanus/Montana espinós o equinat origina el tipus de pol -len
lacea.
Els canvis que s'han necessitat per adaptar el model de Wagenitz (1955) a les noves
evidencies moleculars, amb la incIusió del nou tipus de pol-len Carthamus, són mínims
(compareu les Figs. 17 i 23). Aquesta dada posa en evidencia la crucial importancia que
tenen el tipus de pol-Ien i l' evolució pol-línica en la filogénia de les Centaureinae.
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4. CARIOLOGIA
INTRODUCCIÓ
BIs generes que formen part del complex Carthamus-Carduncellus estan relativament ben
coneguts cariológicament, EIs autors que més han ajudat al seu estudi són Ashri & Knowles
(1960), Schank & Knowles (1964), Harvey & Knowles (1965), Khidir (1969), Khidir &
Knowles (1970a, 1970b), Dumé (1976), Estilai & Knowles (1976), Estilai (1977b) i López
González (1990).
Bs realitzaren recomptes crornosómics de 45 poblacions de 31 táxons diferents i els resultats
confirmen la majoria de recomptes anteriors. No obstant aixó, sis táxons foren comptats per
primera vegada: Carduncellus cuatrecasasii G. López, C. eriocephalus Boiss., C. helenioides
(Desf.) Hanelt, C. mareoticus (Delile) Hanelt, Carthamus gypsicola Iljin i C. boissieri
Halácsy, i un táxon, Femeniasia balearica (J. 1. Rodr.) Susanna, presenta una modificació del
seu número cromosómic.
OBJECTIUS DE L'ESTUDI
L'objectiu del nostre estudi és, primerament, donar noves dades cariológiques deIs generes
que formen el complex Carthamus-Carduncellus i, en segon l1oc, determinar les tendéncies
evolutives del cariotip de les especies que formen part d'aquest complex .
L'estudi cariologic es realitzá amb meristemes radicals de plantes silvestres cultivades en
testos al viver de l'Institut Botánic de Barcelona o amb material obtingut de la germinació de
llavors de poblacions recol·lectades al camp (a excepció de Carthamus tinctorius L. i C.
dentatus Vahl subsp. dentatus, procedents dels Jardins Botánics de Nancy i Berlín
respectivament). Aquestes llavors foren posteriorment sembrades en plaques de Petri sobre
paper de filtre humit a una temperatura aproximada de 20°C, amb alternanca de llum i de
foscor.
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MATERIAL 1 METODES
La técnica utilitzada per al seu estudi és la descrita per Garcia-Jacas & Susanna (1992). El
pre-tractament utilitzat fou una solució aquosa de 8-hidroxiquinolelna 2 mM a 4°C durant 8
hores; posteriorment, el material es fixá amb reactiu de Camoy (alcohol etílic 96%/acid
acetic glacial, en una proporció 3:1) durant un mínim de 24 hores a -20°C. Després,
s'hidrolitzá el material amb HCI 5 N durant 45 minuts a temperatura ambient i, abans de la
tinció, s'efectuaren dos rentats amb aigua destil·lada i un rentat amb ácid acetic al 45%, de
dos minuts cada un. La tinció es féu amb orccina acética,
Per al'estudi cariológic de Carduncellus cuatrecasasii s'utilitzaren meristemes caulinars de
material fixat al camp, a causa de la dificultat de germinació de les llavors. El material fou
pre-tractat amb colquicina 0,25%, a temperatura ambient durant 5 hores i s'hidrolitzá durant
una hora. La resta de processos fou idéntica que en el tractament dels meristemes radicals.
L'estudi de les mitosis es realitzá sobre metafases somátiques, S'observaren un mínim de 10
mitosis de diferents individus, utilitzant la técnica de l'aixafament ("squash") i el muntatge es
féu en ácid acetic al 45%.
Les preparacions es conservaren de forma permanent per mitjá de la congelació amb COz
líquid per poder separar el cobreobjectes i, posterioment, dos rentats de 10 minuts amb etanol
absoluto El muntatge es féu amb bálsam de Canadá,
Les fotografies de les mitosis es feren amb un microscopi óptic Zeiss Standard. Totes les
preparacions permanents i els negatius de les fotografies són al laboratori de Sistemática
Molecular de l'Institut Botánic de Barcelona, mentre que els plecs testimonis dels recomptes
estan dipositats a l'herbari del mateix Institut (BC).
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Es busca l' existencia de recomptes previs de les especies estudiades en els índexs de números
cromosomics de plantes de Fedorov (1969), Moore (1971, 1972, 1973, 1974, 1977),
Goldblatt (1981 , 1984, 1985, 1988) i Goldblatt & Johnson (1990, 1991, 1994, 1996, 1998).
RESULTATS
Carduncellus Adans.
Carduncellus araneosus Boiss. & Reut.
ESPANYA, Toledo: entre Huerta de Valdecarábanos i Cabañas de Yepes, Susanna 1884,
13.07.1998 (BC). 2n = 24 (Fig. 24a).
El nostre número cromosómic coincideix amb el trobat per López González (1990).
Carduncellus caeruleus (L.) C. Presl.
ESPANYA, Málaga: entre Tolox i Coín, Garcia-Jacas, Susanna 1610 i Vilatersana,
24.06 .1996 (BC) . 2n =48 + O- 2B (Fig . 24b) .
El nostre recompte tetraploide (2n = 4x = 48) coincideix amb els resultats de dues poblacions
d'Espanya obtinguts per López González (1990), mentre que altres recomptes de diversos
orígens presenten una dotació diploide (2n = 2x = 24): Hardas & Joshi (1954 , apud Fedorov,
1969); Ashri & Knowles (1960); Fernandes & Queirós (1971); Estilai & Knowles (1976 ,
1978) i Brullo et al. (1977). D'altra banda, López González (1990) obtingué un resultat
hexaploide (2n = 6x = 72) en una altra població ibérica.
Carduncellus cuatrecasasii G. López
ESPANYA, Jaén: Sierra de Mágina, entre Mancha Real i Torres, Garcia-Jacas, Susanna
1608 i Vilatersana, 22.06.1996 (BC). 2n = 24 (Fig. 24c).
Segons la bibliografía consultada, és el primer recompte realitzat per a aquesta especie
endemica del sud i sud-oest de la Península Ibérica (López González, 1998).
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Figura 24. Metafases somátiques, (a) Carduncellus araneosus (2n = 24); (b) Carduncellus caeruleus
(2n = 48); (e) Carduncellus cuatrecasasii (2n = 24); (d) Carduncellus dianius (2n = 24); (e)
Carduncellus duvauxii (2n = 48); (f) Carduncellus eriocephalus (2n = 36); (g) Carduncellus
fruticosus (2n = 24); (h) Carduncellus helenioides (2n = 48); (i) Carduncellus hispanicus (2n = 24).
Escala = 10 um.
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Carduncellus dianius Webb
ESPANYA, Valencia: Cap de Sant Antoni próxim a Xábia, García-Jacas, Susanna 1479 i
Vilatersana, 22.06.1996 (BC). 2n = 24 (Fig. 24d).
El nostre resultat coincideix amb els obtinguts per Mateu & Mansanet (1982) i per López
González (1990) sobre material de la Península Ibérica i el de Cardona & Contandriopoulos
(1983) en poblacions balears.
Carduncellus duvauxii Batt. & Trab.
MARROC, Ujdah: de Bouarfa a Figuig, a 65 km de Figuig, Garnatje, Susanna 1779 i
Vilatersana, 16.06.1997 (BC). 2n = 48 + O- 2B (Fig. 24e).
El nostre resultat tetraploide (2n = 4x = 48) coincideix amb el trobat per Reese (1957),
mentre que López González (1990) obtingué un resultat diploide (2n = 2x = 24) amb material
procedent també de Marroc.
Carduncellus eriocephalus Boiss.
MARROC, Ujdah: 100 km de Bouanane a Bouarfa, Garna tje, Susanna 1785 i Vilatersana,
16.06.1997 (BC) . 2n = 36 + 0- 2B (Fig. 24f).
Segons la bibliografía consultada, aquest és el primer recompte cromosómic per a aquesta
especie i dóna un recompte triploide. Aquest és un dels freqüents triploides trobats en
Carduncellus (2n = 3x = 36) (vegeu López González, 1990). Cal dir que solament una llavor
genninada fou examinada, ja que el percentatge de germinació d'aquestes especies és bastant
baix, i per aixó és molt probable que la llavor fos el producte de la fusió entre un gámeta no-
redurt i un gámeta normal. El número cromosórnic d'aquesta especie seria de 2n = 24.
Carduncellus fruticosus (Maire) Hanelt
MARRoC, Ouarzazate: gorges del riu Todrha, Benedi, G. Montserrat i J. M. Montserrat
2407, 05.06.1989 (BC). 2n = 24 (Fig. 24g).
Especie endémica del Marroc, de la regió de l'Atles. El nostre recompte cromosómic
coincideix amb els resultats trobats per diversos autors (Dumé, 1976; Humphries et al., 1978;
i López González, 1990).
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Figura 25, Metafases somátiques, (a) Carduncellus mareoticus (2n = 24); (b) Carduncellus
mitissimus (2n = 24); (e) Carduncellus monspelliensium (2n = 48); (d) Carduncellus pinnatus (2n ==
24); (e) Carduncellus reboudianus (2n = 48); (1) Carthamus arborescens (2n = 24); (g) Carthamus
riphaeus (2n = 24); (h) Carthamus gypsicola (2n = 24); (i) Carthamus oxyacantha (2n = 24), Escala ==
10 um,
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cardllllcelllls helenioides (Desf.) Hanelt
MARROC, Fes: vall de la oued Zloul próxim a Ahermoumou, Garnatje, Susanna 1801 i
Vilatersana, 17.06.1997 (BC). 2n = 48 (Fig. 24h).
Segons les nostres dades, és la primera vegada que es realitza un recompte cromosórnic
d'aquesta especie endémica de Marroc i Algeria,
'Cal'dllllcellus hispanicus Boiss. ex De.
ESPANYA, Almeria: Sierra de Gádor, entre Roquetas i Canjáyar, Garcia-Jacas, Susanna
1614 i Vilatersana, 24.06.1996 (BC). 2n = 24 (Fig. 24i).
El recompte d'aquesta especie endémica del sud de la Península Ibérica coincideix amb
I'obtingut per López González (1990), que també hi trobá un recompte tetraploide, pero de la
varietat intercedens.
Carduncellus mareoticus (Delile) Hanelt
EGIPTE, Alexandria: próxim a El Amiriya, al costat de la fabrica de macarrons, Susanna
1850 i Vilatersana, 07.06.1998 (BC). 2n = 24 + O- lB (Fig. 25a).
Especie endémica del nord d'Egipte i de Líbia, i que actualment es troba en fase d'expansió
(Le Floc'h et al., 1990). És la primera vegada que es realitza el recompte d'aquesta especie,
segons la bibliografia consultada.
Cartlullcellus mitissimus (L.) De.
ESPANYA, Osea: Seira, prats sobre Barbaruens, Vilatersana 47, 09.08.1996 (BC). 2n = 24
(Fig.25b).
Especie estudiada ja en diverses ocasions amb material de la Península Ibérica (López
González, 1990) i amb material procedent de Franca (Delay, 1969, apud. Moore, 1973; Van
Loon et al., 1971; Dumé, 1976; i Van Loon & De long, 1978). Presenta en totes les ocasions
el mateixnúmero cromosómic.
Carduncellus monspelliensium AH.
ESPANYA, Tarragona: Morera de Montsant, camps, Vilatersana 17, 23.09.1995 (BC). 2n =
48.
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Figura 26. Metafases som átiques, (a) Carthamus tinctorius (2n = 24); (b) Carthamus dentatus subsp.
dentatus (2n = 20); (e) Carthamus dentatus subsp. ruber (2n = 20); (d) Carthamus alexandrinus (2n =::
20); (e) Carthamus boissieri (2n = 20); (1) Carthamus glaucus subsp. glaucus (2n = 20); (g)
Carthamus leucocaulos (2n = 20); (h) Carthamus nitidus (2n = 24); (i) Carthamus tenuis (2n = 20).
Escala = 10 um,
Carthamus L.
ESPANYA, Tarragona: Serra de Montsant, Grau del Carrasclet, Vilatersana 18,23.09.1995
(BC). 2n = 48 (Fig. 25c).
El nostre recompte coincideix amb un recompte anterior de López González (1990) d'aquesta
especieendémica de Marroc i Algéria (Fennane & Ibn Tattou, 1998).
l '95
Sect. Tñamnacanthus (De) Sostak
Carthamus arborescens L.
ESPANYA, Almeria: Sierra de Gádor próxim a Félix, J. M Montserrat, 27.08.1990 (BC). 2n
= 24 (Fig. 25t).
Carduncellus reboudianus Batt.
MARROC, Meknés: 2 km de l'oued Amesheguir en la carretera a Meknés, Garnatje,
Susanna 1796 i Vilatersana, 17.06.1997 (BC). 2n = 48 (Fig. 25e).
El recompte coincideix amb el resultat apuntat per Dumé (1976) i López González (1990)
sobre material de Marroc, mentre que Miceli et al. (1978) trobaren un nivell hexaploide (2n =
6x = 72) en material procedent de Sicília. Humphries et al. (1978) comptaren 2n = 26 en
poblacions marroquines, resultat que, en principi, resulta poc crei'ble, ja que seria llavors el
primer cas de disploi'dia dins el genere Carduncellus. Creiem que el recompte de Humphries et
al. (1978) podría referir-se a Stemmacantha acaulis (L.) Dittrich, planta endémica del nord
d'Africa, que pot confondre's amb Carduncellus pinnatus i que té com a número básic x = 13,
moltpoc comú en la subtribu Centaureinae (Garcia-Jacas et al., 1996).
El recompte de les dues poblacions coincideix amb els realitzats per altres autors amb
material de la Península Ibérica (López González, 1990) i de Franca (Delay, 1969, apud
Moore, 1973; i Afzal-Rafii et al., 1985).
Carduncellus pinnatus (Desf.) De.
MARROC, Chefchaouen: entre Bab-Berred i Ketama, Arista, Garcia Murillo, Gibbs,
Lighadha i Talavera 4154/94, 23.06.1994 (SEV). 2n = 24 (Fig. 25d).
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Figura 27. Metafases somátiques, (a) Carthamus lanatus
(2n = 48); (b) Carthamus creticus (2n = 64); (e) Carthamus
turkestanicus (2n = 64); (d) Femeniasia balearica (2n =
24). Escala = 10 /lID.
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Carthamus riphaeus Font Quer & Pau
MARROC, Al-Hoceima: Tleta oued Laou entre Tarerha i Azenti, J. M. Montserrat 4360,
Pallas i Veny, 23.06.1993 (BC). 2n = 24 + O- 2B (Fig. 25g).
Especie endémica del nord del Marroc, de la regió del Rif, el nostre recompte coincideix amb
els resultats de Hanelt (1963) i López González (1990).
Especie ja estudiada en diverses ocasions, el nostre recompte confirma els resultats obtinguts
per Ashri & Knowles (1960), Harvey & Knowles (1965), Estilai & Knowles (1976), López
González (1990) i Hellwig (1994).
11
I
Cárthamus tinctorius L.
FRANc;A: llavors del Jardí Botánic de Nancy, Franca, n. 607/96 (BC). 2n = 24 (Fig. 26a).
primer recompte realitzat per a aquesta especie, segons la bibliografia consultada.
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Car/"alllus oxyacantha M. Bieb.
lRAN, Azarbayjan-e-Gharbi: 30 km de Khoy en el camí a Orumiyeh, Garcia-Jacas,
Mozaffarian, Susanna 1689 i Valles, 08.08.1996 (BC). 2n = 24 + O- lB (Fig. 25i).
Especie estudiada cariológicament en moltes ocasions (Kishore, 1951, apud Darlington &
Wylie, 1955; Ashri & Knowles, 1960; Hanelt, 1963; Gupta et al., 1972; Avetisian & Tonjan,
1975; Tonjan & Mekhakian, 1975; Estilai & Knowles, 1976; Aryavand, 1977; Bir & Sidhu,
1980; Tonjan, 1980; Gupta & Gill, 1981; Sidhu & Bir, 1983; Jayaramu & Chatterji, 1986; i
Ghaffari, 1989) dins la seva área de distribució, principalment el Pakistan, l'Iran i l'Índia;
don áen tots els casos un resultat coincident amb el nostre recompte.
sect. Carthamus
cnrlllOll111S gypsicola Iljin
ARMENIA, Ararat: just passat el poble de Vedi, F.ajvus~, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Gua~a,
Hovannisyan, Susanna 1579, Tamanyan l Valles, 25.08.1995 (BC). 2n = 24 (Fig,
25h).
Especie cultivada, no coneguda en estat silvestre, que ha estat estudiada cariológicament per
múltiples autors (Poddubnaja-Arnoldi, 1931; Knowles, 1958; Ashri & Knowles, 1960;
Knowles & Schank, 1964; Khidir, 1969; Estilai & Knowles, 1976, 1980; Estilai, 1977a,
1977b; Kliphuis & Barkoudah, 1977; Uhríková & Feráková, 1980; Heaton & Klisiewicz,
1981, Pillai et al., 1982; i Ghaffari, 1989) i que dona en tots els casos el mateix resultat (2n =
2x == 24). És excepció el recompte realitzat per Gregory (1935, apud Ashri & Knowles,
1960), on el resultat 2n = 20 pot ser erroni perqué el recompte es realitzá amb micrótom.
Seei, Odontagnathius (De.) Hanelt
Carthamus dentatus VahI subsp. dentatus
GRECIA, Peloponés: Nomos Lakonias, Ormos Diron, Raus 23064 [Berlin-606] (BC). 2n =
20 (Fig. 26b).
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Segons la bibliografia consultada, és la primera vegada que es realitza un recompte
cromosómic d'aquesta especie endémica de les Illes Gregues.
Els diversos recomptes d'aquesta especie endémica de Libia i de Egipte (Ashri & Knowles,
1960; Schank & Knowles, 1964; Khidir, 1969; Estilai & Knowles, 1976; i Estilai, 1977a),
són coincidents amb el nostre recompte.
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Carthamus dentatus Vahl subsp. ruber (Link) Hanelt
GRECIA, Creta, Réthyrnnon: carretera N-97 entre Rotosí
14.07.1996 (BC) . 2n = 20 (Fig . 26c).
Carthamus boissieri Halácsy
GRECIA, Creta, Réthyrnnon: carretera entre Asomatos i Moni Preveli, Vilatersana 30,
07.07.1996 (BC). 2n = 20 + 0- 2B.
GRECIA, Creta, Khaniá: marge de camps a la punta de la península de Drapanon,
Vilatersana 36, 09.07.1996 (BC). 2n = 20 (Fig. 26e).
El resultat obtingut en aquests dos táxons coincideix amb la majoría de recomptes realitzats
amb anteriorítat (Hanelt, 1963; Schank & Knowles, 1964; Khidir, 1969; Estilai & Knowles,
1976; Kuzmanov & Georgieva, 1976; Strid & Franzén, 1981; i Kuzmanov, 1993). En aquests
recomptes no s'indicava a quina subespécie pertanyien, potser a causa que, tal com indica
Davis (1953), els carácters morfológics dels dos táxons s'encavalquen i es fa molt difícil
distingir-los, Solament a Bulgária s'han trobat recomptes tetraploides (2n = 4x = 40)
corresponents a Carthamus dentatus subsp. dentatus (Kuzmanov et al., 1979; i Kuzmanov,
1993). Pel que sabem, aquests són els únics recomptes poliploides en tot el genere
(exceptuant la secció Atractylis, que es considera d'origen híbrid).
Sect. Lepidopappus Hanelt
Carthamus alexandrinus (Boiss. & Heldr.) Asch.
EGIPTE, Alexandria: 245 km de Marsa Matruh, junt al poble turístic Bourg-el-Arab,
Susanna 1848 i Vilatersana, 07.06.1998 (BC). 2n = 20 (Fig. 26d).
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Carthamus glaucus M. Bieb. subsp. glaucus
ARMENIA, Ekhegnadzor: próxim al poble de Agarakadzor, Fajvush, Gabrielyan,
Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1551, Tamanyan i Valles, 20.08.1995
(BC). 2n = 20.
IRAN, Azarbayjan-e-Shargui: próxim a Tatar, granja de galls dindi i centre de recerca,
Garcia-Jacas, Mozaffarian, Susanna 1678 i Valles, 07.08.1996 (BC). 2n = 20 (Fig.
26f).
El nostre resultat diploide (2n = 2x = 20) coincideix amb nombrosos recomptes anteriors
(Ashri & Knowles, 1960; Hanelt, 1963; Schank & Knowles, 1964; i Daniela, 1997).
Carthamus leucocaulos Sibth. & Sm.
GRECIA, Creta, Khaniá: base de Moni Hrissoskalitissas, Vilatersana 40, 11.07.1996 (BC).
2n = 20 (Fig. 26g).
Tots els recomptes anteriors (Hanelt, 1963; Khidir & Knowles, 1970a, 1970b; Estilai &
Knowles, 1976, 1978; De Montmollin, 1986) són concordants amb el nostre recompte
d'aquesta planta endémica de les illes del sud de la Mar Egea.
Carthamus nitidus Boiss.
ISRAEL: desert de Negueb, Mar Morta, R. Levy, 09.1997 (BC). 2n = 24 + O- lB (Fig. 26h).
Hi ha diversos recomptes d'aquesta especie (Hanelt, 1963; Knowles & Schank, 1964; Schank
& Knowles, 1964; Harvey & Knowles, 1965; Estilai & Knowles, 1976, 1978) i tots
concorden amb el resultat obtingut. És 1'únic Carthamus pertanyent a les sects.
Odontagnathius i Lepidopappus que presenta el número básic x = 12.
Carthamus tenuis (Boiss. & Blanche) Bornm.
ISRAEL: Vall del Jordá, R. Levy 09.1997 (BC). 2n = 20.
ISRAEL: desert de Négueb, Mar Morta, R. Levy, 09.1997 (BC). 2n = 20.
ISRAEL: Binyamina, R. Levy , 09.1997 (BC). 2n = 20 (Fig. 26i).
El nostre recompte diploide coincideix amb diversos recomptes anteriors (Ashri & Knowles,
1960; Waisel, 1962; Hanelt, 1963; Schank & Knowles, 1964; i Oberprieler & Vogt, 1994).
Carthamus turkestanicus Popov
ARMENIA, Ararat: prop de Surenavan seguint la conducció d'aigua, a 1 km de la carretera,
Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1532, Tamanyan i
Valles, 19.08.1995 (BC). 2n = 64.
La majoría de recomptes d'aquesta especie (Ashri & Knowles, 1960; Khidir & Knowles,
1970a i 1970b; Estilai & Knowles, 1980; i Snogerup, 1995) són coincidents amb els nostres
resultats. Malgrat tot, trobem dos recomptes discrepants: Fedorov (1969) i Arista et al.
(1995), que comptaren 2n = 44.
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Sect. Atractylis Rchb.
Carthamus lanatus L.
ESPANYA, Málaga: próxim a Antequera, venint de Granada, al peu de la Peña de los
Enamorados, Garcia-Jacas, Susanna 1609 i Vilatersana, 23.06.1996 (BC). 2n = 44.
ESPANYA, Málaga: entre Alozaina i Ronda, Garcia-Jacas, Julia, J. M Montserrat 1815
Susanna i Veny, 03.07.1988 (BC). 2n = 44 (Fig. 27a). '
GRECIA, Creta, Rethymnon: carretera entre Hano Alexandrou i Viran Episkopi, Vilatersana
25, 06.07. 1996.(BC). 2n = 44.
GRECIA, Creta, Réthymnon: entre la carretera N-77 i la necrópolis Minois, Vilatersana 27,
07.07.1996 (BC). 2n = 44.
GRECIA, Creta, Réthymnon: carretera entre Spili i Moume, Vilatersana 28, 07.07.1996
(BC) . 2n = 44.
GRECIA, Creta, Réthymnon: Moni Assomaton, Vilatersana 32,08.07.1996 (BC). 2n = 44.
El nostre resultat ratifica la majoría de recomptes previs (Ashri & Knowles, 1960; Hanelt,
1963; Femandes & Queirós, 1971; Dumé, 1976; Estilai & Knowles, 1976; Heaton &
Klisiewicz, 1981; Strid & Franzén, 1981; Baltisberger & Lippert, 1987; i Dalgaard, 1986).
No obstant aixó, Poddubnaja-Arnoldi (1931), Avetisian & Tonjan (1975), Tonjan &
Mekhakian (1975) i Mehra & Ramanandan (1976, apud Goldblatt, 1981) trobaren 2n = 64 i
Magulaev (1982, apud Goldblatt, 1985) dona resultats de 2n = 55 i 2n = 64.
Carthamus creticus L.
MARROC, Al-Hoceima: entre Tiztoutine i Al-Hoceima, km 417 carretera de Nador a Al-
Hoceima, Garnatje, Susanna 1772 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC) . 2n = 64.
MARROC, Al-Hoceima: 11 km S d' Al-Hoceima, a la carretera de Nador, Garnatje, Susanna
1774 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC). 2n = 64.
EGIPTE, Alexandria: próxim a El Amiriya, al costat de la fabrica de macarrons, Susanna
1851 i Vilatersana, 07.06.1998 (BC). 2n = 64 (Fig. 27b).
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ARMENIA, Ekhegnadzor: proxim al poble d' Agarakadzor, Fajvush, Gabrielyan,
Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1551N, Tamanyan i Valles, 20.08.1995
(BC). 2n = 64.
n~AN, Azarbayjan-e-Shargui: 35 km de Tabriz en la carretera a Ahar, Garcia-Jacas,
Mozaffarian, Susanna 1656 i Valles, 05.08.1996 (BC). 2n = 64 (Fig. 27c).
Els nostres resultats confirmen els recomptes realitzats anteriorment per Harvey & Knowles
(1965), Khidir & Knowles (1970a, 1970b), Estilai & Knowles (1976, 1978) i Ghaffari
(1989). Malgrat tot, dins Fedorov (1969) trobem recomptes discordants de 2n = 44.
Aquestes tres especies del genere Carthamus sect. Atractylis foren considerades per Hanelt
(1963) com a subespecies de C. lanatus. Tenen molta similitud entre si i les diferencies
principals es basen en el to del color groc de les flors, el color del tub de l'antera i el color del
pol-len, característiques que són difícil s d'observar en individus en fruit (Khidir & Knowles,
1970a, 1970b). És per aixó que la causa de trobar recomptes discrepants podria ser una
confusió entre les especies o una no separació de les subespecies descrites per Hanelt (1963).
Femeniasia Susanna
Femeniasia balearica (J. J. Rodr.) Susanna
ESPANYA, Balears: Menorca, Mongofre Vell, J. M Montserrat 2802,05.08.1991 (BC). 2n
= 24 (Fig. 27d).
El nostre número crornosómic trobat difereix de l'obtingut per Cardona & Contandriopoulos
(1983); aquests autors trobaren 2n = 18. El número cromosómic n = 12 també és normal en la
subtribu Centaureinae i és concordant amb els resultats obtinguts en un estudi de la tribu amb
tecniques moleculars (Susanna et al., 1995) i amb estudis morfológics realitzats per Wagenitz
& Hellwig (1996) i Bremer (1994), que situaven el genere Femeniasia próxim al complex
Carthamus-Carduncellus.
L'estudi cariológic del complex Carthamus-Carduncellus ens permet apuntar les diferents
tendéncies evolutives del cariotip de les especies que en formen parto
El genere Carduncellus presenta un número cromosómic básic x = 12 constant. Dins aquest
genere no trobem disploídia, mentre que la poliploídia és molt freqüent. Trobem un primer
grup d'espécies diploides 2n = 2x = 24, format principalment per especies endémiques amb
una petita área de distribució, com ara Carduncellus araneosus, C. dianius, C. fruticosus, C.
hispanicus i C. mareoticus, entre d'altres. Un segon grup estaria format per especies
tetraploides 2n = 4x = 48, com C. monspelliensium i C. reboudianus; generalment dins aquest
grup les especies tenen una área de distribució més gran. Hi hauria un tercer grup on és
freqüent la triploídia, 2n = 3x = 36, com C. eriocephalus.
En altres especies d'aquest genere trobem series poliploides, com en Carduncellus duvauxii
(2n = 2x = 24 i 2n = 4x = 48) i, com a casos extrems, C. caeruleus, on trobem poblacions 2x,
4x i 6x, i C. pinnatus, amb poblacions 2x i 6x. Aquest fenomen es troba associat a especies
amb una área de distribució molt amplia (sud d'Europa i nord d' África). Alguns autors han
apuntat una relació directa entre el nivell de ploídia i la capacitat de colonitzar nous hábitats
(De Wet, 1971).
L'existencia de triploides dins aquest genere no és tampoc rara (Carduncellus eriocephalus) i
ha estat també descrita en C. calvus Boiss. & Reut. per López González (1990), que va trobar
poblacions 2x, 3x i 4x, encara que els aquenis dels triploides no eren viables. Recentment,
alguns autors ban suggerit que la triploídia esta associada amb els patrons de distribució
geográfica en un genere de la subtribu Centaureinae, Centaurea sect. Acrocentron (Gamatje
et al., 2001). EIs patrons de creixement d'aquest grup són molt similars al model de
Carduncellus, amb una distribució en petites árees, sovint disjuntes. En aquestes poblacions,
la deriva genética pot produir incompatibilitat entre poblacions de la mateixa especie,
afavorint llavors la formació de triploides i poliploides.
En el genere Carthamus, amb un patró de distribució molt diferent de Carduncellus, la
duplicació del número cromosómic básic és un fenomen poc important: sols trobem un cas
puntual en Carthamus dentatus subsp. dentatus.
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Dins el genere Carthamus trobem 4 grups ben definits. En primer lloc, la sect. Carthamus i la
t Thamnacanthus (= Phonus), amb totes les especies amb el número cromosómic básicsec.
constantx = 12 i on solament s'ha trobat el nivell diploide (2n = 24).
En segon lloc, la sect. Odontagnathius, amb un número crornosómic básic x = 10, amb
poblacions diploides i els dos únics recomptes amb el nivell tetraploide del genere.
En tercer lloc, la sect. Lepidopappus, on trobem una interessant serie disploide amb x = 12 a
C. ni/idus, x = 11 a C. divaricatus Béguinot & Vacc. (Estilai & Knowles, 1976) i x = 10 per a
la resta d'espécies. Diversos autors (Ashri & Knowles, 1960 i Estilai, 1977b) crearen
scccions noves per a C. nitidus i C. divaricatus, a causa de la diferencia del número básic, No
obstant aixó, en les Centaureinae és bastant freqüent trobar diferencies en el número
cromosomic b ásic sense que aixó impliqui grans diferencies en el parentiu. Pot haver-hi
disploYdia entre especies molt properes i, a pesar del diferent número cromosórnic, es poden
hibridar, de forma natural o artificial (Garcia-Jacas & Susanna, 1992).
Estilai & Knowles (1976) proposaren tres camins evolutius possibles dins el genere
Carthamus: (a) una disploídia descendent a partir del número cromosómic básic x = 12; (b)
una disploídia ascendent a partir d'x = 10; i (e) una disploídia ascendent i descendent a partir
d'x = 11, donant com a resultat, especies x = 12 per un costat i x = 10 per l'altre. Dins altres
generes de les Compostes, com Crepis i Leontodon (Stebbins, 1950, 1971) i de la subtribu de
les Centaureinae (Garcia-Jacas & Susanna, 1992; Garcia-Jacas et al., 1996), el fenomen de la
dísploidia descendent ha estat ámpliament documentat.
1 en quart lloc, la sect. Atracty/is, on totes les especies que hi pertanyen presenten un origen
híbrid: per un costat trobem Carthamus lanatus (x = 22), d'origen incert i que alguns autors
el consideren un híbrid interespecífic d'un avantpassat x = 10 i un altre x = 12 (Ashri &
Knowles, 1960), mentre que d'altres, un autopoliploide d'un avantpassat x = 11, com podria
ser C. divaricatus (Estilai & Knowles, 1976). Per l'altre costat, Carthamus creticus i C.
turkestanicus (x = 32) semblen ser uns al-lopoliploides producte de l'encreuament de C.
lanatus (x = 22) amb unes especies x = 10, que podrien ser C. leucocaulos i C. glaucus
subsp. glaucus, respectivament (Khidir & Knowles, 1970b). L'origen allopoliploide
d'aquesta secció ajuda a entendre la seva área de distribució tan amplia, ja que ha colonitzat
tota la conca de la Mediterránia, Australia (Peirce, 1992), California (Knowles & Ashri,
1958) i Sud-áfrica (Ashri & Knowles, 1960).
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Per finalitzar, el genere monoespecífic Femeniasia, presenta el número crornosómic básíc x:::::
12 i el nivell diploide (2n = 24), per la qual cosa sembla que estaria més proxhn
cariológicament al genere Carduncellus i a les diferents seccions del genere Carthamus: secj,
Carthamus i sect. Thamnacanthus.
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5. SEQÜENCIACIÓ DE LA REGlÓ ITS
INTRODUCCIÓ
Donat que l' estudi deIs diferents carácters morfológics no ajuda a solucionar la delimitació
geilerica del complex Carthamus-Carduncellus, es decidí utilitzar técniques moleculars per
intentar resoldre-Ia.
La utilitat de I'análisi de les regions ITS ("Internal Trasncribed Spacer" - Espaiadors Interns
Transcrits) del DNA ribosómic nuclear per a la reconstrucció de les relacions filogenétiques
dins i entre generes molt relacionats ha estat revisada per Baldwin et al. (1995). A més,
l'análisi d'aquesta regió ha resultat molt útil per solucionar problemes filogenetics en les
Compostes, en estudis de diferents tribus [Astereae (Noyes & Rieseberg, 1999); Cardueae
(Susanna et al., 1995); Gnaphalieae (Breitwieser et al., 1999); Inulae (Eldenás et al., 1998)],
de diferents subtribus [Centaureinae (Garcia-Jacas et al., 2001); Engelmanninae (Clevinger
& Panero, 2000); Helianthinae (Schilling & Panero, 1996); Madiinae (Baldwin, 1992);
Sonchinae (Kim et al., 1996b)] i també de diversos generes [Anaphalis (Glenny & Wagstaff,
1997); Antennaria (Bayer et al., 1996); Argyranthemum (Francisco-Ortega et al., 1997);
Artemisia (Kornkven et al., 1998; Torrell et al., 1999); Aster (Noyes & Rieseberg, 1999);
Bidens (Kim et al., 1999; Ganders et al., 2000); Blepharizonia (Baldwin et al., 2001);
Calycadenia (Baldwin, 1993); Castrilanthemum (Oberprieler & Vogt, 2000); Centaurea
(Garcia-Jacas et al., 2000); Cheirolophus (Susanna et al., 1999); Coreopsis (Kim et al.,
1999); Dendroseris (Sang et al., 1994); Erigeron (Noyes, 2000); Eupatorium (Schmidt &
Schilling, 2000); Krigia (Kim & Jansen, 1994); Lactuca (Koopman et al., 1998); Lessingia
(Markos & Baldwin, 2001); Robinsonia (Sang et al., 1995b); Senecio (Bain & Jansen,
1995)].
El espaiadors interns transcrits (ITS 1 i ITS2) són regions del DNA ribosómic nuclear
(nrDNA) no codificants. L'ITS1 es troba localitzat entre les regions codificants 18S i 5.8S;
1990) .
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1'ITS2 es troba localitzat entre les regions codificants 5.8S i 26S (Figs. 28a-b). Els espaiado
rs
ITS estan involucrats en l'acoblament de molécules precursores durant la maduració de les
diferents subunitats de l'RNA ribosómic (Baldwin et al., 1995). Mentre que les regions
codificants són altament conservades, les regions lTS són més variables. El DNA ribosomic
es troba organitzat en tánderns repetitius en un o diversos loci cromosórnics. Cada unitat
repetitiva consisteix en una regió transcrita (ETS, l8S, lTS1 , 5.8S , lTS2 i 26S) i un espaiador
que no es transcriu (NTS) (Figs. 28a-b). Cada una d'aquestes regions repetitives varia en la
seva funcionalitat, i conseqüentment, en el seu grau d'evolució (Schaal & Leam, 1988). El
nombre de copies d'aquests tándems repetitius és altament variable en les plantes superiors:
pot anar de 200 a 22.000 copies per cel-Iula (Rogers & Bendich, 1987). Així i tot, aquestes
unitats repetitives no evolucionen independentment, sinó que estan sota l'evolució
concertada, cosa que comporta que una mutació que es pugui donar en una unitat repetitiva
pot ser eliminada o incorporada a totes les altres unitats; és a dir, hi ha una homogenei'tzació
de les unitats repetitives entre individus i poblacions. A causa d'aquest fenomen, les
seqüéncies del nrDNA són sovint tractades com una única seqüencia dins una població.
Alguns autors, pero, han trobat una manca d'aquesta homogenei'tat en la regió lTS, i que pot
ser originada per diverses causes: estadis de transició de l'evolució concertada, superació de
la taxa de mutació respecte la taxa d'evolució concertada, hibridació interespecífica,
desenvolupament de pseudogens (Campbell et al., 1997). Convé considerar també que la
manca d'homogenei'tat en la regió lTS pot ocasionar errors en la interpretació de la filogénia.
Malgrat tot , la regió lTS es considera una regió ideal per a l 'análisí d'espécies congen ériques
(Bayer et al., 1996), donat que:
(i) el grau d'evolució sol ser apropiat per a estudis específics i genérics.
(ii) és filogenéticament interpretable, ja que les diferencies de longitud són petites
dins els generes.
(iii) sol donar suficients car ácters per a la reconstrucció filogenetica,
(iv) esta flanquejada per regions que són altament conservades dins dels generes, cosa
que facilita l'amplificació i la seqüenciació usant encebadors universals (White el al.,
I I
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Figura 28. (a) Diagrama de la regió repetitiva 188-268 del DNA ribosómic nuclear. (b) Diagrama de
laregió IT8 i la posició relativa dels encebadors usats en l' estudio
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Els objectius a l'hora d'analitzar les seqüéncies del complex Carthamus-Carduncellus foren:
(i) examinar si aquest metode és l'idoni per diferenciar els sis possibles generes
descrits en aquest complex: Carduncellus, Carthamus, Femeniasia, Kentrophyllum,
Lamottea i Phonus .
(ii) examinar les relacions filogenetiques basades en l'análisi de les seqüéncies de la
regió ITS 1 i ITS2 del DNA ribosómic nuclear.
(iii) examinar la correspondencia entre els carácters morfológics més comunament
usats en la classificació d'aquest complex i les dades moleculars obtingudes.
s
s
a
.,
"
5. SEQÜENCIACIÓ DE LA REGlÓ lTS
---
108
MATERIAL 1 METODES
Material utilitzat
Per a aquest estudi s'utilitzaren tant seqüencies publicades anteriorment com seqüencies
noves. Les seqü éncies de Carduncellus mitissimus (L.) DC., Carthamus lanatus L.
Femeniasia balearica (J. 1. Rodr.) Susanna (usades com a grup intem - "ingroup")
Acroptilon repens (L.) DC., Cheirolophus arbutifo/ius (Svent.) Kunkel, Centaurea africana
Lam. , C. americana Nutt., C. clementei Boiss., C. dealbata Willd. i C. toletana Boiss &
Reuter (usades com a grup extem - "outgroup") foren obtingudes d'un treball previ (Susanna
et al., 1995). En total foren analitzades vint-i-vuit seqüéncies noves. Dins aquest estudi, entre
seqüéncies noves i ja publicades, s'inc1ouen com a grup intem 16 representants del genere
Carduncellus, deIs quals 4 correspondrien a especies del genere Lamottea (López González,
1990) ; 14 pertanyen al genere Carthamus i representen les diverses seccions descrites per
Hanelt (1963): Carthamus (3), Odontagnathius (1), Lepidopappus (5), Atracty/is (3), i
Thamnacanthus (2); els representants d'aquesta última secció juntament amb dos
Carduncellus [c. fruticosus (Maire) Hanelt i C. mareoticus (Delile) Hanelt] formen el genere
Phonus descrit per López González (1990). També s'inc1ou dins l'estudi l'únic representant
del genere Femeniasia. L'origen de les mostres i de l'herbari on estan dipositats els
testimonis vénen detallats a la Taula 4.
El grup extem inclós en el treball es tria entre les Centaureinae, a partir d'un treball previ
d'análisi de seqüencies de la regió ITS realitzat per Susanna et al. (1995) i se seleccionaren
dues especies de les c1ades més recents (Centaurea clementei i C. toletana) i cinc
representants de les c1ades més primitives (Acroptilon repens, Centaurea africana, C.
americana, C. dealbata i Cheirolophus arbutifo/ius). Aquests grups extems serviren per
establir la direcció evolutiva dels canvis trobats en les seqüéncies de la regió ITS; per aquest
motiu s'utilitzaren múltiples especies que, a més, pertanyien a diferents c1ades de la subtribu.
En una análisi preliminar, s 'inc1ogueren seqüéncies de la regió ITS d'espécíes suposadament
híbrides (Hanelt, 1963; López González 1990): Carthamus creticus, C. lanatus i C.
turkestanicus . L'análisi resultant dona arbres amb un SUPOrt estadístic baix en la c1ada
Carthamus. A causa que els híbrids poden introduir ambigüitats i perdua de resolució en les
I I
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Especie Localitat o origen de la seqüéncía i número d'accessió a GenBank
Acroptilon repens (L.) De. Susanna et al. (1995)
Carduncellus araneosus Boiss. & Espanya, Toledo: entre Huerta de Valdecarábanos i Cabañas de Yepes, Garcia-Jacas, Susanna 1603 i
Reut. Vilatersana, 22.06.1996 (Be) rAF140464, AF1404651.
Carduncellus caeruleus (L.) e. Espanya, Málaga: entre Tolox i Coín , Garcia-Jacas, Susanna 1610 i Vilatersana, 24.06 .1996 (Be)
Presl, [PlF140442 ,PlF1404431.
Carduncellus calvus Boiss. & Reut. Marroc, Taza: vessant sud de Jbel Bou Messoud, Abdelkader, Molero , J.M. Montserrat 3642, Pallas, Vicens
i Veny, 13.06.1994 (BC) rPlF140438, PlF1404391
Carduncellus cuatrecasasii G. Espanya, Jaén: Serra de Mágina, entre Mancha Real i Torres, Garcia-Jacas, Susanna 1608 i Vilatersana,
López 22.06.1996 (Be) [PlFI40430, AF14043l].
Carduncellus dianius Webb Espanya, Valencia: Cap de Sant Antoni próxirn a Xábia, Garcia-Jacas, Susanna 1479 i Vilatersana,
17.06.1995 (BC) [PlFI40440,PlFI404411 .
Carduncellus duvauxii Batt, & Marroc, Al-Hoceima: 8 km S de Tafraoute, Gómiz, 23.04.1994 (Be) [PlF140434, PlF140435].
Trab.
Carduncellus eriocephalus Boiss. Marroc, Ujdah: 100 km de Bouanane a Bouarfa, Garnatje, Susanna 1785 i Vilatersana, 16.06.1997 (Be)
rAF140470,PlFI404711.
Carduncellus fruticosus (Maire) Marroc, Ouarzazate: gorges del riu Todrha, Benedl, G. Monts errat i J. M. Montserrat 2407,05.06.1989 (Be)
Hanelt rPlF140450, PlF1404511.
Carduncellus helenioides (Desf.) Marroc, Fes: Vall de Oued Zloul próxim a Ahermoumou, Garnatje, Susanna 1801 i Vilatersana, 16.06.1997
Hanelt (BC)rPlFI40472,PlFI404731.
Cardunc ellus hispanicus Boiss. ex Espanya, A1meria: Sierra de Gádor, entre Roquetas i Canjáyar, Garcia-Jacas, Susanna 1614 i Vilatersana,
De. 22.06 .1996 (BC) rPlF140462, PlF1404631.
Carduncellus mareoticus (Deli1e) Egipte, Alexandria: carretera d' A1exandria a Marsah Matruh km 106, Susanna 1860 i Vilatersana ,
Hanelt 08.06.1998 (Be) rPlF140480, AF1404811.
Carduncellus mitissimus (L.) De. Susanna et al. (1995)
Carduncellus monspelliensium Al!. Espanya, Tarragona: Serra del Montsant, Grau del Carrasclet, Vilatersana 18,23.09.1995 (Be) [PlF140468 ,
PlF1404691.
Carduncellus pinnatus (Desf.) De. Marroc, Chefchaouen: entre Bab-Berred i Ketama, Arista, García Murillo, Gibbs, Lighadha i Talavera
4154/94,23.06.1994 (SEV) rAF140466, AF1404671 .
Carduncellus pomelianus Batt, Marroc, AI-Hoceima: Aknoul, Jbe1 Azrou Akechar, Boratynski i Romo 8792, 16.06.1995 (Be) [AF140436,
PlF14043 71.
Carduncellus rhaponticoides Coss. Cultivada en el Real Jardín Botánico de Madrid (234/87) [AFI40476, PlF140477] .& Durieu
Taula 4. Llista d'espécíes, Iocalitats de les poblacions o origen de la seqüéncia i número d'accessió a GenBank (aquest número
solament es dóna en les seqüéncies noves)
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Taula 4 (continuació). Llista d'espécies, localitats de les poblacions o origen de la seqüencia i número d'accessió a GenBank
(aquest número solament es dóna en les seqüencies noves)
Carthamus arborescens L. Espanya, Almena: Sierra de Gádor próxim a Félix , 1. M Montserrat, 27.08.1990 (BC) [AFI40444,
AF1404451.
Carthamus boissieri Halácsy Grecia, Creta, Réthyrnnon: carretera N-77 entre Réthyrnnon i Armeni, Vilatersana 26, 07.07.1996 (BC)
[AF140456, AF140457l.
Carthamus creticus L. Marroc, Al-Hoceima: entre Tiztoutine i Al-Hoceima, km 417 carretera de Nador a Al-Hoceima, Garnatje,
Susanna 1772 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC) [AF I40474, AF1404 751.
Carthamus dentatus Vahl subsp . Grecia , Creta , Réthyrnnon: carretera entre Fouforas i Kourotes, Vilatersana 33, 08.07 .1996 (BC)
ruber (Link) Hanelt [AFI40428,AFI404291.
Carthamus glaucus M. Bieb. subsp . Armenia, Ekhegnadzor : próxim al poble d'Agarakadzor, Fajvush , Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara,
glaucus Hovannisyan, Susanna 1551. Tamanyan i Valles . 20.08 .1995 (BC) [AFI40454, AF1404551.
Carthamus gypsicola Iljin Armenia, Ararat: just passat el poble de Vedi , Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan,
Susanna 1579. Tamanvan i Vallés, 25.08 .1995 (BC) rAF140446 , AF1404471.
Carthamus lanatus L. Susanna et al. (I995).
Carthamus leucocaulos Sibth. & Grecia , Creta , Khaniá: base de Moni Hrissoskalitissas, Vilatersana 40, 11.07.1996 (BC) [AFI40460,
Sm. AF1404611.
Carthamus nitidus Boiss Israel: desert de N égueb, Mar Morta, R. Levy, 09.1997 (BC) [AFI40482, AF140 4831.
Carthamus oxyacantha M. Bieb . Iran, Teheran: Sorkhehesar próxim a Teheran, Garcia-Jacas, Mozaffarian, Susanna 1626 i Valles ,
02.08.1996 (BC) rAF140452 , AF1404531.
Carthamus riphaeus Font Quer & Marroc, Al-Hoceima: Tleta oued Laou entre Tarerha i Azenti, 1. M Montserrat 4360, Pallas i Veny,
Pau 23.06.1993 (BC) rAF140448, AF1404491.
Carthamus tenuis (Boiss. & Israel: desert de Négueb, Mar Morta, R. Levy, 09.1997 (BC) [AFI40478, AFI40479].Blanche) Bornm.
Carthamus tinctorius L. Llavors del Jard í Botánic de Nanc y, Franca , n. 607/96 (BC) rAF140458, AF1404591.
Carthamus turkestanicus Popov Armenia, Ararat: prop de Surenavan, seguint la coducció de l'aigua, a 1 km de la carretera, Fajvush, Gabrielyan ,
Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1532, Tamanyan i Valles 19.08.1995 (BC) [AFI40432,
AF1404331.
Centaurea africana Lam. Susanna et al. (1995) .
Centaurea americana Nutt. Susanna et al. 1995 .
Centaurea clementei Boiss. Susanna et al. 1995 .
Centaurea dealbata Willd . Susanna et al. 1995 .
Centaurea toletana Boiss. & Reut. Susanna et al. 1995).
Cheirolophus arbutifolius (Svent.) Susanna et al. (1995).Kunkel
Femeniasia balearica (J. 1. Rodr.) Susanna et al. (1995).Susanna
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Taula 5. Llista d'encebadors i les seves seqü¿mcies, utilitzats per a l'estudi de la regió ITS.
' lisis filogenetiques (El Oualidi et al., 1999), prescindir d'aquestes especies no suposá una
una
modificació de la topologia de l'arbre, pero dona com a resultat un increment significant dels
valors de bootstrap en les clades dins del genere Carthamus. Després d'aquest estudi
preliminar, cap de les análisis representades aquí inclouen aquestes especies híbrides. EIs
problemes produi'ts pels híbrids en l' análisi cladística són discutits árnpliament per McDade
(1990, 1992, 1995) i per Rieseberg & Ellstrand (1993).
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TGT ACA CAC CGC CCG T
GCC TGG GCG TCA CGC
GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC
---j
GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC
--lTCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
--lTTG GGC TGC ATT CCC A
GTT GCC GAG AGT CGT
ITS3
ITS4
ITS2
14ü6F
Encebador
3ü7R
5.811
5.812
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Extracció del DNA genómíc
8'agafaren fulles fresques o assecades amb gel de sílice (Chase & Hills, 1991) d'un o més
individus, tant de plántules com de plantes adultes, pero sempre d'individus de la mateixa
població. En alguns casos, les fulles s'agafaren de material d'herbari. El DNA s'aíllá segons
elprocediment de Doyle & Doyle (1987), modificat per Soltis et al. (1991).
Per a cada táxon estudiat es pesaren 0,8 g de material frese o 0,2 g de material deshidratat.
Per a la lisi dels teixits vegetals es col-locaren les fulles en un morter, s'afegiren 4 ml de
tampó CTAB a 55°C, [2% (p:v) CTAB, 5 M NaCl, 0,25 M EDTA.Naz (pH 8), 4% PVP-40,
0,5% 2-mercaptoetanol en 1 M Tris-base, pH 8] i amb l'ajuda d'anhídrid carbónic es
trituraren bé fins a formar una pasta homogénia, Es traspassá aquesta pasta a un tub de
Centrifugadora i es deixá al bany a 55°C durant 30 minuts. La neteja del DNA es féu amb 2,5
rn¡ d'una solució 24: 1 cloroform/a1cohol isoamílic, es barrejá per inversió i se centrifuga
durant 1°minuts a 4000 rpm. La fase aquosa es passá a un tub de centrifugadora. La
precipitació del DNA es féu afegint dos tercos del volum de la fase aquosa d'isopropanol
fred, es barreja per inversió i es guarda al congelador a -20°C durant tota una nit.
POLAROID CU-5.
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L'endemá, aquesta solució es passá a tubs d'I,5 ml i se centrifuga durant un minut a 14000
rpm. Es llencá el sobrenadant per decantació i es repetí el procediment fins acabar la mostra i
obtenir solament el sedimento Aquest sediment es deixá assecar al buit durant un mínim de 30
minuts. Es resuspengué en 200 ¡..tI de TE estéril (10 mM Tris-base pH 8, 1 mM EDTA.Na2).
S'incubaren els tubs al bany a 35°C durant un temps que oscil-lá entre 1 hora i 24 hores.
Finalment, el DNA es guarda al congelador a -20°C.
Amplificació del DNA
Les regions lTSl i ITS2 s'amplificaren per separat, usant la reacció en cadena de la
polimerasa (PCR - "Polymerase Chain Reaction"), i el protocol descrit per Soltis & Kuzoff
(1993), amb algunes modificacions, on cada 100 ul de reacció contenia:
- 55 ¡..tI d'aigua destil-lada estéril.
- 10 ¡..tI de tampó [160 mM (NH4hS04, 670 mM Tris-Cl (pH 8,8 a 25°C), 0,1%
Tween-20 (Ecogen S. R. L., Barcelona)]
- 16 ul d'una barreja 0,4 mM de cada nucleótid: dATP, dCTP, dGTP dTTP
(Promega Corporation, Madison, Wl).
- 5 ¡..tI de 50 mM MgCh (Ecogen).
- 2 ul de 5 pmol/ul de cada un dels dos encebadors: el directe i l'invers.
Comprovació de I'exístencía de DNA en el material extret
Per verificar la presencia de DNA a les mostres aíllades, es carregaren 5 ul de DNA de cada
mostra,4 ¡..tI d'aigua destil-lada i 1 ¡..tI de blau de brom fenol (20 mM EDTA.Na2, 8% glicerol,
1% laurilsarcosina i una punta d'espátula de blau de brom fenol) en un gel d'agarosa al 0,7%
en Ix TBE (134 mM Tris-base, 0,25 nM EDTA.Na2,40 mM ácid bóric, pH 8). S'afegí un
marcador de DNA no tallat per estimar visualment la quantitat de DNA. Aquest gel s'introduí
dins una cubeta d'electroforesi coberta amb tampó d'electroforesi Ix TBE. L'electroforesi es
realitzá a un voltatge constant de 100 V durant mitja hora aproximadament. El gel es tenyí
amb 100 ml d'aigua i 5 ul de bromur d'etidi (10 mg/ml) durant 10 minuts. A continuació, es
renta el gel durant 5 minuts amb aigua destil-lada per eliminar l' excés de bromur d'etidi i
s'examiná en un transil-luminador de llum UV. Es fotografiá el gel amb una carnera
I
I
I
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- 10 ul de DNA procedent de l' extracció.
Les reaccions es posaren en tubs de 0,2 mI i s'hi afegí una gota d'oli mineral per tal d'evitar
l'evaporació deIs productes de reacció durant l'amplificació del DNA. Els tubs es collocaren
en un terrnocic1ador MJ Research PTC 100 utilitzant el programa següent:
- Pas 1: 2 minuts a 94°C per desnaturalitzar el DNA.
- Pas 2: temps indefinit a 80 C. Quan el termocic1ador arriba a aquesta temperatura es
posaren 0,1 /ll de 5 U//ll de Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerasa (Ecotaq,
Ecogen).
- Pas 3: 1 minut 30 segons a 94°C.
- Pas 4: 2 minuts a 50°C per anellar l'encebador.
- Pas 5: 3 minuts a 72°C per a l'elongació de la cadena mitjancant la incorporació deIs
nucleótids per acció de la Taq DNA polimerasa.
- Pas 6: tomar 29 vegades al pas 3.
- Pas 7: 15 minuts a 72°C per a l'elongació final deIs productes amplificats.
- Pas 8: temps indefinit a 4°C per a la refrigeració de les mostres.
Per amplificar la regió ITS1 s'usá l'encebador 1406F (Nickrent et al., 1994), que s'anellá en
el gen 18S i l'encebador invers fou ITS2 (White et al., 1990), que s'anellá en el gen 5.8S. La
regió ITS2 s'amplificá usant l'encebador ITS3 (White et al., 1990), que s'anellá en el gen
5.8S i l'encebador invers fou 307R (Nickrent et al., 1994), que s'anellá en el gen 26S. En
algunes especies del genere Carduncellus s'usá l'encebador ITS4 (White et al., 1990), que
s'anellá en el gen 26S (vegeu Fig. 28b i Taula 5). Tots els encebadors utilitzats en
l'amplificació del DNA han estat sintetitzats comercialment per Boehringer Mannheim
(Mannheim, Alemanya).
Per a la comprovació deIs productes d'amplificació es carregaren 5 /ll de DNA procedents de
la PCR, 4 ul d'aigua destil-Iada i 1 ul de blau de brom fenol en un gel d'agarosa a l' 1,2% en
lx TBE i es procedí de forma similar a la que es féu en la comprovació del material extret.
Purificació deIs productes d'amplificació
Per purificar els productes de la PCR s'utilitzaren tres sistemes diferents:
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(b) La doble cadena ITS2 fou purificada per precipitació amb acetat amónic 3 M en etanol
absolut, seguint el següent protocol: en un tub de microcentrifugadora es posaren 40 ul de
DNA procedent de la PCR, 4 ul d'acetat amónic 3 M i 88 ~l d'etano1 absolut, es deixá
reposar durant 10 minuts a temperatura ambient, se centrifuga durant 15 minuts a 14000 rpm
i es tragué la fase aquosa amb una pipeta Pasteur. El sediment es deixá assecar al buit durant
30 minuts. Posteriorment, es resuspengué el sediment amb 7,5 ul d'aigua destil-lada estéril.
(a) La purificació de la doble cadena ITS 1 es féu amb minicolumnes "QIAquick PCR
purification kit" (Qiagen Inc., Valencia, California) que usen la propietat de les membranes
de gel de sílice d'absorbir el DNA, i s'utilitzaren seguint les instruccions del fabricant. En un
tub de microcentrifugadora s'hi posa tot el volum procedent de la PCR, evitant posar-hi I'oli i
5 volums de tampó PB, i es barrejá. Es posa aquesta solució en una minicolumna "QIAquick"
disposada dins un tub col-lector d' 1,5 mI, se centrifuga el conjunt durant 1 minut a 14000
rpm. Es llencá el líquid del tub col ,lector. Per rentar el DNA, s'afegiren a la minicolumna
"QIAquick" 750 ~l d'una solució formada en una proporció 1:4 de tampó PE/alcohol absolut
i se centrifuga durant 1 minut, dues vegades, a fi d'eliminar tot el tampó i l'alcohol. Per
recuperar el DNA, s'afegiren 30 ~l de tampó EB (lOrnM Tris-Cl, pH 8,5) en el centre de la
mini columna col, locada dins un tub estéril i se centrifuga durant 1 minut.
(e) En algunes mostres s'observá més d'una banda en la comprovació deIs productes
amplificats, originada, probablement, per una infecció de tipus fúngic en els espécimens
cultivats. En aquests casos, les dobles cadenes ITS 1 i/o ITS2 foren purificades usant la
''GELase™ Agarose Gel-Digestion Preparation" (Epicentre Technologies, Madison,
Wisconsin), seguint el següent protocol: es carregaren 40 - 50 ~l de DNA i 5 ~1 de blau de
brom fenol en un gel al' 1% d' agarosa de baix punt de fusió en 1x TBE, s'aplica una
electroforesi amb un voltatge constant de 100 V i es deixá el temps suficient per poder
separar les diferents bandes de DNA. Es tenyí el gel durant 7 minuts amb 100 ml d'aigua i 5
~l de bromur d'etidi, i es renta durant 10 minuts amb aigua destil·lada. En un
transil-Iuminador de llum UVes visualitzaren les diferents bandes, es talla la banda
corresponent a la regió ITS i es col, loca en un tub de microcentrifugadora. Es calcula el pes
d'agarosa que hi havia, ja que aquest pes servia de base per calcular les quantitats dels
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difereots productes que s'havien d'uti1itzar posteriorment. Dins el tub de microcentrifugadora
es coHocaren 3 vo1ums d' Ix tampó de GELase [40 mM Bis-Tris (pH 6,0), 40 mM NaC1] i es
deixa actuar durant 1 hora a temperatura ambient. Amb molta cura, es tragué el tampó i es
coHocaren e1s tubs al bany a 70°C per fondre l'agarosa, durant el temps equivalent a 3
rniouts per cada 200 mg d'agarosa. Una vegada fosa l'agarosa, es passaren els tubs en un
baoy a 45°C, deixant-los aproximadament el mateix temps, per estabilitzar l'agarosa a
aquesta temperatura. S'incorporá l'enzim GELase en quantitat suficient, tenint en compte que
1U de GELase digereix 600 mg d'agarosa al' 1% durant una hora. Es deixá la mostra al bany
a 45°C el temps necessari perqué l'enzim actués, ja que a una temperatura més elevada de
45°C, l'enzim perd activitat. Passat aquest temps, s'afegí un volum d'acetat amónic 5 M i 4
volums d'etanol al 96% i es deixá precipitar durant 15 minuts a temperatura ambient; despres
se centrifuga durant 30 minuts a 14000 rpm. Es tragué el sobrenadant amb una pipeta Pasteur
i s'afegiren 100 ul d'etanol al 70% i se centrifuga durant 5 minuts a 14000 rpm. Es torna a
treure el sobrenadant i es deixá assecar al buit el sediment durant 15 minuts. El sediment es
resuspengué en 7 J..ll d'aigua destil·lada.
Qualssevol que fóra el sistema de purificació utilitzat, després es realitzá una comprovació en
un gel d'agarosa d'1,2%, posant 1 J..lI de DNA, 4 ul d'aigua destil-lada i 2 ul de blau de brom
fenal, seguint de forma igual que en la comprovació del material extret.
Reaccions de seqüenciació
Per a la seqüenciació s 'usa el producte comercial ''fmol® DNA sequencing system"
(Promega). Per a cada táxon estudiat s'agafaren 4 tubs de 0,2 ml i en cada un es col-locaren 2
ul d'un dlddNTP diferent (dlddNTG, dlddNTA, dlddNTT, dlddNTC). En un tub de
microcentrifugadora es féu una barreja de:
- 1,5 J..lI d'aigua destil-lada estéril.
- 5 ul de 5x tampó (250 nM Tris-HCl, pH 9,0; 10 mM Mg Ch).
- 5 ul de 5 pmol/ul de l'encebador (segons fos la regió ITS1 o ITS2).
- 6 ul de DNA procedent de la purificació.
- 0,5 J..ll de 5 U/J..lI Taq DNA polimerasa.
D'aquesta barreja es posaren 4 ul a cada un dels tubs que contenien els nucleótids i s'hi afegí
una gota d'oli mineral. S'usá el termociclador MI Research PTC 100 amb el següent
programa:
- Pas 1: temps indefinit a 95°C. Quan el termociclador arriba a aquesta temperatura, es
posaren els tubs a la maquina.
- Pas 2: 5 minuts a 95°C per desnaturalitzar el DNA.
- Pas 3: 1 minut 30 segons a 94°C.
- Pas 4: 2 minuts a 60°C per anellar l'encebador.
- Pas 5: 3 minuts a 72°C per a l'elongació de la Taq DNA polimerasa i la incorporació
dels nucleótids,
- Pas 6: tomar 39 vegades al pas 2.
- Pas 7: temps indefinit a 4°C per a la refrigeració de les mostres.
Un cop acabat el programa, s'afegiren 3 ul de solució de parada de la reacció de seqüenciació
(10 mM NaOH, 95% formamida, 0,05% blau de brom fenol, 0,05% cianol-xilé) i es guarda al
congelador a - 20°C fins el moment de la cárrega del gel.
Per seqüenciar les regions ITSI i ITS2 s'usaren l'encebador ITS1 (Nickrent el al. , 1994) i
l'encebador ITS4, respectivament, (White el al., 1990), tots dos marcats amb digoxigenina
(Boehringer Mannheim).
Les especies Carduncellus eriocephalus i C. helenioides presentaren problemes en la
seqüenciació, a causa de l'existéncia de polimorfisme o a causa d'artefactes de la PCR, en les
bases 42 i 191 de la regió ITS1, respectivament, resultant unes seqü éncies il·legibles. El
problema se soluciona seqüenciant la cadena complementaria, que donava aleshores una
lectura perfecta. L'encebador usat per seqüenciar la cadena complementaria fou 5.811 (Sun el
al., 1994), que s'anellá en el gen 5.8S (Fig. 28b , Taula 5). La regió ITS2 presenta un
problema similar en Carduncellus araneosus , C. dianius, C. monspelliensium, C.pinnatus, C.
pomelianus i Carthamus nitidus: entre les posicions 23 i 41, es trobá una zona que requeria la
introducció d'algunes insercions/delecions; la més important fou la deleció de 22 bp en
Carduncellus cuatrecasasii. La cadena complementaria se seqüenciá usant l'encebador 5.812
(Sun el al. , 1994), que s'anell á en el gen 5.8S (Fig. 28b , Taula 5). Encara que aquest tipus de
problema no és freqüent en les Centaureinae, sí s'ha donat en altres casos en l'amplificació
de la regió ITS (vegeu Sun el al., 1994; Torrell el al., 1999) i pot ser a causa de l'existencia
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d'estrUctures secundáries originades per l'elevat contingut de G + C d'aquesta zona (Baldwin
et al., 1995). Per a la seqüenciació d'aquestes especies amb problemes s'usaren també els
encebadors marcats amb digoxigenina.
Gels de poliacrilamida
(a) Preparació del gel. Es prepara la poliacrilamida al 6% en l x TBE usant les
concentracions següents: 8,32 M urea, 0,79 M acrilamida i 4,8 mM N,N'-metil-bis-
acrilamida.
Per a cada gel de seqüenciació es necessitaren 100 ml de poliacrilamida al 6%, préviament
temperada a 35°C, filtrada i desgasificada durant 30 minuts. S'utilitzaren com a suport del gel
dues lamines de vidre de 44 x 34,5 cm i 42,5 x 34,5 cm respectivament, préviament netejades
amb aigua destilIada i amb etanol al 95%. En el vidre més llarg s' estengué una substancia
repel-lent, "repel-silá", mentre que en el vidre més curt s'estenia una substancia adhesiva
formada per 76,79% d'a1cohol absolut, 22,98% d'ácid acetic i 0,23% de 3-
metacriloxipropiltrimetoxisilá. Es col-locaren uns espaiadors de plástic d'l cm d'amplada i
0,5 mm de gruix entre els dos suports de vidre, vigilant que els suports no es posessin en
contacte entre si, i amb l'ajuda d'unes grapes metál-liques es tancá bé tot. A la poliacrilamida
s'hi afegiren 50 ~l de Temed (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina) i 0,5 ml de persulfat
amónie al 10% alhora i agitant perqué no polimeritzés de seguida. Es tira la poliacrilamida
dins els dos suports de vidre, vigilant que no es formés cap bombolla, i de seguida es posa un
altre espaiador a la part superior del gel. Es deixá en posició horitzontal durant tota una nit.
(b) Cárrega del gel. Es netejaren els suports de vidre per treure les restes de poliacrilamida
amb tarnpó l x TBE i amb aigua destil-lada. Es prepararen 1200 ml de tampó Ix TBE per gel.
Un cap nets els suports, es tragué l'espaiador de sota i el de dalt, i els espais que quedaren
s'ompliren d'aquest tampó. S'omplí la cubeta inferior de la gelera vertical d'electroforesi
amb el tampó i es col· loca el gel a dins. Un cop fixat el gel a la gelera, es posa més tampó a la
cubeta superior de la gelera i es clava una pinta de plástic en la part superior del gel per fer
els pous per carregar les mostres. Es preescalfá el gel a 1700 V, durant 30 minuts. Mentre, els
tubs que contenien les reaccions de seqüenciació es posaren en el termociclador durant 2
minuts a 70°C. Per a cada reacció de seqüenciació i amb ajuda d'una micropipeta es
realitzaren dues cárregues per poder tenir tota la seqüencia de la regió ITS. En la primera, es
carregaren 2,5 ~l de la reacció de seqüenciació i es deixá migrar aproximadament durant 3 h
a 1700 V. Llavors es realitzá la segona cárrega amb 3 ul de reacció de seqüenciació i també
es deixá migrar durant 1,5 - 2 hores aproximadament.
Es tragué el gel de la gelera d' electroforesi, es retiraren els espaiadors laterals i se separa
curosament amb una ganiveta el suport de vidre que contenia el repel-lent (vidre llarg). A
sobre el gel de poliacrilamida es posa una membrana de niló carregada positivament
(Boehringer Mannheim) per transferir els fragments de DNA a la membrana, evitant fer
bombolles. Es deix á en contacte el gel i la membrana durant 15 h, amb pes a sobre, per
facilitar la transferencia del DNA.
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(e) Tinció de la membrana. Es tragué amb cura la membrana amb ajuda d'unes pinces i
sil-luminá amb llum UV durant 3 minuts. Es col-loca la part de la membrana que havia estat
en contacte amb el gel cara amunt en una cubeta i es renta amb el tampó 1 (0,1 M ácid
maleic, 0,15 M NaCl, s'ajustá a pH 7,5 amb NaOH) durant un minut. S'incubá la membrana
durant 30 minuts en el tampó 2 (1% de llet en pols en tampó 1). Després s 'incubá durant 30
minuts amb anti-digoxigenina-AP al 5,3%0 en el tampó 2. Posteriorment es feren dos rentats
de 15 minuts cadascun d' ells amb el tampó 1. Després es posa la membrana en el tampó 3
(100 mM Tris-Cl pH 9,5; 100 mM NaCI, 50 mM MgClz) durant 3 - 5 minuts. Tots els rentats
esmentats es feren amb llum i amb agitació.
Es prepara la solució acolorida amb 100 ml del tampó 3, 300 ~l de solució NBT (sal de
nitroblautetrazol, 50 mg/ml en N,N-dimetilformamida) i 156 ul de solució BCIP (sal del
fosfat de 5-bromo-4-cloro-3-indolil amb la p-toluYdina, 50 mg/ml en N,N-dimetilformamida).
Es cobrí la membrana amb aquesta solució, a la foscor i en repós, durant 4 - 7 hores , el temps
suficient perqué quedés tenyida. Després es féu un rentat amb aigua destil-lada.
Es realitzá una lectura banda a banda de la membrana, des de la part inferior de la segona
cárrega fins a la part superior de la primera cárrega quan la reacció de seqüenciació es féu
amb els encebadors ITSl i 5.812, i a la inversa amb els encebadors IT82 i 5.8Il, ja que
sempre se seguia la direcció 5' a 3' des de l'anellament de l'encebador. Finalment,
s 'introduíren les seqüéncies a l'ordinador.
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¡\nalis i de les dades
Les ' seqüeneies de DNA s'alinearen manualment per eomparaeió de les seqüencies dues a
dues (Swofford & Olsen, 1990). L'alineaeió de les seqüencies de la regió ITS 1 per a tots els
taXOns neeessita la interpretaeió de 6 insereions/deleeions d' 1 - 2 bp, fet que representa el
2,34% dels lloes. L'alineaeió de les seqüencies de la regió ITS2 requerí la suposieió de 5
insercions/delecions d' 1 - 5 bp, que representa el 2,26% de tots els lloes, exceptuant
Cardul/ceflus cuatrecasasii, que tingué una deleeió de 22 bp en la posieió 26 - 48 (Taula 6).
la que la majoria de mutaeions són substitucions de bases, l'alineació manual fou fácil. Totes
le~seqüeneies de la regió ITSl i ITS2 s'enviaren a GenBank i els seus números d'aeeessió es
detallen a la Taula 4. L'alineaeió de les seqüéncies esta representada a l' Annex 1.
Aquestes seqüencies s'usaren eom a matrius en les següents análisis estadístiques:
(a) Análísí per parsimonia. En haver-hi discrepáncies entre els diferents autors sobre el
tractament de les deleeions en l'análisi de dades en els metodes més parsimoniosos, es
dugueren a terrne dues análisis diferents: una primera análisi codificant les delecions com a
valors desconeguts, i una segona análisi codificant-Ies com a cinquena base. Hi ha autors que
són de l' opinió que les delecions s'han de tractar com a valors desconeguts ("missing
values"), argumentant que no es pot assignar 1'homologia quan són tractats com a cinquena
base (Suh el al., 1993); per contra, aItres autors consideren que les delecions són un fet
evolutiu i amb igual valor que les substitucions de nucleotids; per tant, si es tracten les
delecions com a valors desconeguts en lloc de com a cinquena base, hi ha una pérdua
ll11portant d'inforrnació (Sun el al., 1994; Anderberg el al., 2000). AItres maneres diferents
de codificar les insercions/delecions, com per exemple codificar-les com un carácter binari
d'absencia/presencia afegit a la matriu de seqüencies, no modificaren la topologia dels arbres.
Les análisis filogenétiques es feren usant la parsimonia de Fitch (Fitch, 1971), sense
ordenació dels carácters i amb igual pes per a tots els carácters i les transicions/transversions,
Usant el programa PAUP version 4.0b (Swofford, 1998). Les recerques heurístiques es
realitzaren amb les opcions ACCTRAN, MULPARS i TBR intercanvi de branques ("tree
bisection-reconnection branch swapping") en funcionament. Es guardaren tots els arbres més
parsimoniosos. Per localitzar altres potencials "illes" d'arbres més parsimoniosos (Maddison,
1991), es realitzaren 100 repetieions amb addició de táxons a l'atzar ("random taxon
CAT- - -TCCC- -ATGGGGAC-BlGTGTTTG Femeniasia balearica
CATG- CTCCC - CATGGGGACGIIJc;TGTTTG Phonus arborescens
CATg - CTCCC - CATGGGGACG.GTGTTTG Phonus riphaeus
CAT? - CTCCC - CATGGGGAC - - - - - GTTTG Carduncellus araneosus
CATG - CTCCC - CATGGGGRC - - - GTGTTTG Carduncellus calvus
CATG- CTCCC - CATGGGGAC- - -GTGTTTG Carduncellus caeruleus
CATG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - TTG Carduncellus cuatrecasasii
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CATG- CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus dianius
CATG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus duvauxii
CATG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus eriocephalus
CATG- CTCCC- CATGGGGAC- - - GTGTTTG Carduncellusfruticosus
CATG- CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus helenioides
CATG- CTCCC - CATGGGGAC - - - - - GTTTG Carduncellus hispanicus
CATG - CTCCCCCATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus mareoticus
CATG - CTCCC - CATGGGGA? - - -?? GTTTG Carduncellus mitissimus
CATG- CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus monspelliensium
CATG - CTCCC - CTTGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus pinnatus
CATG- CTCCC- CATGGGGAC- - -GTGTTTG Carduncelluspomelianus
CATG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carduncellus rhaponticoides
CACG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carthamus boissieri
CATG-CTCCC-GATGGGRAC- - -GTGTTTG Carthamusdentatussubsp. ruber
CATG - CTCKC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carthamus glaucus subsp. glaucus
CATGGCTACC - CATGGGGAA- - - GTGTTTG Carthamus gypsicola
CACG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carthamus leucocaulos
CATG- CTCCCCCATAGGGAC - - - - - GTTTG Carthamus ni/idus
CATG-CTCCC-CATGGGGAA- - -GTGTTTG Carthamusoxyacantha
CAYG- CTCCC - CATGGGGAC - - - GTGTTTG Carthamus tenuis
CATG- CTACC - CATGGGGAA- - - GTGTTTG Carthamus tinctorius
CACG - CTCCC - CATGGGGAT - - - GTGTTTT Acroptilon repens
CACG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTTTTGC Centaurea africana
CATG - CTCCC - CATGGGGAT - - - GTGTTTT Centaurea americana
CATG - CTCCC - CATGGGGAC - - - GTTTTTG Centaurea clementei
CACG- YTCCCCTATGGGGAC - - -GTGTTTC Centaurea dealbata
CATG - CTCCC - CATGGGGACT - - - TTTTTG Centaurea toletana
CATG- CTCCCTCATGGGGACT - - - TGTTTT Cheirolophus arbutifolius
Taula 6. Bases 8-36 de la regió ITS2. La inserció/deleció en els grups Femeniasia i Phonus
(= Carthamus sect. Thamnacanthus) esta en negreta
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addition"), també amb "TBR branch swapping". Es busca l'arbre de consens estricte, és a dir,
aquell que tenia les branques que es trobaren en el 100% deIs arbres més parsimoniosos.
L'analisi de bootstrap (BS) es realitzá per examinar el nivell reIatiu de suport de les c1ades
internes en els arbres filogenétics (Felsenstein, 1985) i l'índex "decay" (DI) s'usá com una
altra mesura de la solidesa de cada branca monofilética (Bremer, 1988; Donoghue et al.,
1992).
L'analisi de bootstrap no es pogué fer de la forma usual amb PAUP 4.0b,ja que s'arribava al
lírnit de memoria en les primeres repeticions, indiferentment del tipus de comencament
preseleccionat fet servir. Per aquest motiu, s'emprá l'aproximació de Lidén et al. (1997), amb
1000 repeticions usant l'addició de táxons a l'atzar amb 20 repeticions per repetició i sense
intercanvi ("random taxon addition with 20 replicates per replicate and no swapping"). El
resultat obtingut per aquest metode sol ser molt similar al d'altres aproximacions (Mort et al.,
2000). Les branques amb un valor de bootstrap més gran del 70% són significativament
suportades amb una probabilitat ~ 95% (Hillis & Bull, 1993).
En l'análisi de l'índex "decay", la memoria de PAUP també fou un factor limitant ja que
s'arribava allímit de memoria en buscar els arbres solament un pas més llarg que l'arbre del
consens estricte. Per aixó, 1'análisi "decay" es féu usant 1'aproximació c1ada-limitant
discutida per Morgan (1997), que consisteix en la construcció d'un arbre que presenta una
única branca, que és sobre la qual volem calcular el valor de "decay", Aquest arbre s'usá com
a limitador i es féu una recerca heurística individual amb addició de táxons a l'atzar
("random taxon addition") i 20 repeticions, en les quals es buscaren els arbres més curts no
compatibles amb aquest arbre limitador. Aix í, es trobaren els arbres més parsimoniosos en
que la branca en qüestió no es trobava. La diferencia de longitud entre l'arbre de consens i els
arbres no compatibles amb ellimitant fou el valor de "decay" d'aquesta branca. Encara que el
temps consumit fou més gran, aquest metode tenia l'avantatge de trobar valors elevats de
"decay" més fácilment que amb altres aproximacions.
L'homoplasia és un procés evolutiu que es dóna quan l' estat d'un carácter succeeix més
d'una vegada entre diferents llinatges, fet que es dóna per convergencia, per paral-lelisme o
per reversions evolutives de l'estat del car ácter (Avise, 1994; Archie , 1996). Donat que
l'homoplasia afecta la capacitat d'interpretació de les fílogenies, es féu necessari avaluar la
quantitat d'homopl ásia existent en el conjunt d'análisis amb l'índex de consistencia (CI;
RESULTATS
7200/90.
5. SEQÜENCIACIÓ DE LA REGlÓ lTS
-
122
Kluge & Farris, 1969), l 'índex d'homoplásia (HI = 1 - CI) i l'índex de retenció (RI; Archie
,
1989; Farris, 1989). En el cas hipotetic de no trobar homoplásia, els índexs CI i RI presenten
un valor igual a 1,0, mentre que 1'índex HI tindria un valora igual a zero.
Mida i composició de la regió ITS
La llargada de la regió ITS 1 en les especies del complex Carthamus-Carduncellus anava de
250 bp en Carduncellus caeruleus a 253 bp en Carduncellus fruticosus. La llargada de la
regió ITS2 variava entre 196 bp en Carduncellus cuatrecasasii i 217 bp en Carthamus
arborescens i Carthamus riphaeus (Taula 7).
La divergencia entre les seqüéncies es calcula de forma separada per a les regions ITS 1 i
ITS2 usant l'opció de matriu de distancies disponible en PAUP. Les seqü éncies ITSl
presentaren una divergencia de 0% en les especies de Carduncellus (entre C. duvauxii, C.
pomelianus i C. raphonticoides) i de Carthamus (entre C. dentatus subsp. ruber, C. glaucuS
subsp. glaucus, C. boissieri i C. leucocaulos per un costat, i C. tinctorius i C. oxyacantha per
l'altre) a 6,4% entre Femeniasia balearica i Carduncellus dianius. La divergencia trobada
(b) Análisí Neighbor-Joining (NJ). L'análisi NJ (Saitou & Nei, 1987) es porta a terme amb
l'opció NEIGHBüR-JüINING del programa PAUP 4.0b (Swofford, 1998). Aquesta opció
del programa ignora les insercions/delecions. En aquesta análisi , les seqüencies de nucleotids
es convertiren en distancies per comparació de les seqüéncies dues a dues , amb la divisió
entre el nombre de posicions variables i el nombre de llocs, comparant-Io per a cada parell de
táxons, Aquest metode es considera válid per a especies no molt separades evolutivament
(Hamby & Zimmer, 1992). Les distancies es calcularen amb el coeficient "p" no corregit i
pel model parámetre-Z de Kimura (Kimura, 1980). El model de Kimura parteix de la base
que les transicions són més freqüentes que les transversions i per aixó, tracta els canvis
transicionals i transversionals de forma diferent. Es realitzá l' análisi de bootstrap seguint el
métode usual de PAUP amb 100 repeticions.
Totes aquestes análisis es dugueren a terme amb un ordinador personal Power Macintosh
I I
DELlMITACIÓ GENERICA DEL COMPLEX CARTHAMUS-CARDUNCELLUS 123
.::---
ITSl ITS2
Especie L1argada %G+C L1argada %G+Cseq üéncia seqüé ncia
AcroPlilon repens 252 53,24 2 15 57,35
Cardllllcelllls araneosus 252 54,84 212 54,96
Carduncellus caeruleus 250 54,22 213 55,49
Carduncellus calvus 252 52,86 215 54,93
Cardunc ellus cualrecasasii 252 54,80 196 51,74
Cardunc ellus dianius 252 53,63 215 55,13
Carduncellus duvauxii 252 53,65 216 55,36
Carduncellus eriocephalus 252 54,17 215 55,98
Carduncellus frulicosus 253 52,77 216 57,28
Carduncellus helenio ides 252 54,25 215 55,83
Carduncellus hispanicus 252 55,48 212 55, 19
Carduncellus mareoticus 252 54,61 216 55,84
Cardun cellus mitissimus 252 55,15 215 55,01
Cardun cellus monspelliensium 252 54,88 213 55,66
Cardun cellus pinnatus 252 54,04 214 54,50
Cardun cellus pomelianus 252 53,44 215 55,70
Carduncellus rhaponticoides 252 53,49 215 54,93
Carthamus arborescens 252 54,29 217 55,88
Carthamus boissieri 252 54,28 216 58.33
Carthamus dentatus subsp. ruber 252 55,59 216 57,28
Carthamus glaucus subsp. zlaucus 252 54,47 2 16 57,01
Cartham us gvpsicola 252 54,66 216 53,73
Cartham us leucocaulos 252 54,58 216 58,14
Carthamus nitidus 252 54,13 214 58,41
Carthamus oxvacantha 252 55,12 213 55,89
Carthamus riphaeus 252 53,17 217 55,59
Carthamus tenuis 252 5443 216 59,36
Carthamus tinctorius 252 54,18 214 54,21
Centaurea africana 253 52,17 215 58,14
Centaurea americana 253 52.96 215 55,36
Centaurea clementei 252 55,32 2 15 57,21
Centaurea dealbata 252 55,28 214 51.81
Centaurea toletana 252 54,25 216 58.33
Cheirolophus arbutifolius 252 50,00 216 54,88
Femeniasia balearica 252 52,40 215 55.96
Taula 7. Llargada i percentatge del contingut de G + e de les seqüéncies de les regions ITSl i ITS2
.:? les especies analitzades.
entre les especies dels grups extems i intems variava entre 5,3% entre Centaurea dealbata i
Carthamus boissieri i 11,2% entre Cheirolophus arbutifolius i Femeniasia balearica (vegeu
Annex 2).
BIs valors de divergencia entre les seqüéncies de la regió ITS2 foren lleugerament més alts
qUe els trobats en la regió ITS 1. Aquests resultats són consistents amb els donats en el genere
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Cheirolophus (Susanna et al., 1999), pero no amb els resultats obtinguts en altres estudis de
les Compostes (Baldwin, 1992; Susanna et al., 1995; Bayer et al., 1996). Aquesta diferencia
pot ser motivada per l'edat relativa del grup, ja que tant Cheirolophus com Carduncellus son
grups d'especiació recent (Susanna et al., 1999).
Es trobá una divergencia del 0% en Carduncellus: entre C. araneosus, C. hispanicus i C.
monspelliensium; C. eriocephalus i C. duvauxii; C. helenioides i C. duvauxii; C. helenioides i
C. caeruleus. La mínima divergencia entre les especies de Carthamus fou del 0,9% entre C.
arborescens i C. riphaeus; C. gypsicola i C. tinctorius; i també entre C. tenuis, C. dentatus
subsp. ruber i C. leucocaulos. La máxima divergencia entre generes fou de 10,9% entre
Carthamus tinctorius i Carduncellus cuatrecasasii. La divergencia entre les especies dels
grups intems i extems variava de 5,1% entre Carthamus nitidus i Centaurea toletana al
13,9% entre Carduncellus cuatrecasasii i Acroptilon repens (vegeu Annex 3).
EIs valors del percentatge de G + C que presentaren les diferents seqüéncies de les regions
ITS1 i ITS2 es detallen a la Taula 7. El percentatge de G + C, en la regió ITS1, oscil-lá de
52,4% en Femeniasia balearica a 55,59% en Carthamus dentatus subsp. ruber (en els grups
intems); i el de la regió ITS2 oscil-lá entre 53,73% en Carthamus gypsicola a 58,33% en
Carthamus boissieri. Aquests resultats són comparables amb els trobats en altres estudis
(Baldwin et al., 1995). El contingut de G + C en les dues regions fou molt similar, essent, en
la majoria deIs táxons estudiats, lleugerament superior en la regió ITS2.
Análísís ñlogenetiques
L'alineament de les seqüencies de la regió lTS1 i ITS2 forma una matriu de 477 carácters.
deIs quals 256 pertanyien a la regió lTS 1 i 221 pertanyien a la regió ITS2 (Annex 1). El
nombre de carácters constants, excloent les insercions/delecions, fou de 304 (63,73%), 91
carácters foren variables pero no informatius (19,08%) i 82 (17,19%) variaren en més d'un
táxon, és a dir, foren informatius: 38 carácters informatius en la regió lTS 1 i 44 en la regió
ITS2. Es realitzaren dues análisis segons el tractament que es dona a les delecions.
EIs resultats obtinguts en les diversos análisis presentaren diferencies menors, pero
significatives, i es tracten a continuació:
II
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(a) Analisi codificant les delecions com a valors desconeguts. Les análisis filogenétiques
quan les delecions foren codificades com a valors desconeguts donaren 792 arbres més
parsimoniosos, amb una llargada de 189 passos, amb un índex de consistencia (Cl) de 0,569,
un índex d'hornoplásia (Hl) de 0,431, aquest dos índexs es calcularen excloent els carácters
no informatius, i un índex de retenció (RI) igual a 0,777. El consens estricte de tots els arbres
es representa a la Fig. 29. Aquesta primera análisi agrupava Carduncellus i Carthamus, pero
sense suport, amb un valor de bootstrap de 33% i amb un índex "decay" d' l.
Es trobá una clada monofil ética formada per tres branques amb un suport de bootstrap de
79% i un índex "decay" d'l: la primera formada per Carthamus sect. Thamnacanthus (=
Phonus); la segona branca formada pel genere monoespecífic Femeniasia; i la tercera,
inclouria totes les especies del genere Carduncellus. La branca formada per Carthamus
arborescens i C. riphaeus (el genere Phonus) tenia un elevat suport de bootstrap del 100% i
un índex "decay" de 7. La següent clada, la formada per les especies del genere
Carduncellus, tenia un bootstrap del 67% i un índex "decay" d' 1. Dins aquesta branca,
Carduncellus fruticosus fou l'especie germana de la resta d'espécies d'aquest genere. La
próxima fou Carduncellus mareoticus, amb un valor de bootstrap elevat (90%) i un índex
"decay" de 3. Les relacions entre les restants especies no queda ben resolta, ja que el suport
de bootstrap fou generalment baix, exceptuant un bootstrap del 72% i un índex "decay" de 2
en la clada que inclou Carduncellus dianius, C. duvauxii, C. calvus, C. caeruleus, C.
eriocephalus, C. helenioides, C. pomelianus i C. rhaponticoides.
La clada formada per Carthamus (excloent la sect. Thamnacanthus) tenia un suport molt
baix. Dins d'aquesta clada es trobaren dos grups. En el primer, Carthamus nitidus era especie
germana de la resta d'cspécies, amb un valor de bootstrap del 77% i un índex "decay" de 2,
seguit de Carthamus dentatus subsp. ruber, C. glaucus subsp. glaucus, C. boissieri, C.
leucocaulos i C. tenuis que s'agrupaven fonnant una clada amb un bootstrap del 82% i un
índex "decay" de 2. El segon grup era fonnat per les especies de Carthamus sect. Carthamus,
on es trob á Carthamus oxyacantha com a especie germana de la resta, amb un alt valor de
bootstrap (100%) i un índex "decay" d' 11. La próxima clada estava formada per Carthamus
gypsicola i C. tinctorius amb un bootstrap del 75% i un índex "decay" d' 1.
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Figura 29. Arbre de conscns estric te de is 792 arbres més parsimoniosos (insercions/dclecions codificades Co~11
avalors desconcguts). Llargada de I'arbrc: 189 passos. Indcx de consistencia (el) = 0,569 i índex d'homophisl<l
(HI) =0,431 excloent, en els dos índcxs, els carácters no informatius; índex de retenció (Rl) =0,777. El nlll11erO
de sobre les branques és el va lor de bootstrap. El número de sota les branques és ]' índex "decay".
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DISCUSSIÓ
Figura 31 (pagina següent). Arbre de Neighbor-Joining mostrant les distancies relatives entre les
branques. El número de les branques correspon al valor de bootstrap.
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Delimitació genérica
La delimitació genérica suggerida per l'análisi de les seqüéncies dóna suport al nucli de la
proposta de López González (1990): Phonus (= Carthamus sect. Thamnacanthus) podria
constituir un genere diferent. Si les especies de Phonus es treuen de Carthamus, formant un
genere diferent, la majoria de problemes en les delimitacions gen ériques desapareixen.
(e) Análísí Neighbor-Joining (NJ). L'arbre resultant utilitzant tant el coeficient "p" no
corregit com el coeficient parámetre-Z de Kimura presenta la mateixa topologia. Aquest arbre
(vegeu Fig. 31) mostrá la distancia relativa entre els diferents táxons i és molt similar a
l'arbre de consens estricte quan es codificaren les delecions com a valors desconeguts (Fig.
29). Pero a diferencia d'aquest, agrupa Femeniasia balearica amb les especies de Carthamus
sect. Thamnacanthus (= Phonus), igual que quan es codifiquen les delecions com un nou
carácter, pero amb un valor de bootstrap del 93% (Fig. 30). Aquesta similitud entre el
fenograma resultant amb l'opció NJ i els cladogrames obtinguts amb les análisis més
parsimonioses, ja fou apuntada per Hamby & Zimmer (1992).
(b) Análísi eodifieant les delecions eom a cinquena base. Les análisis filogenétiques, quan
les delecions foren codificades com a un nou estat (cinquena base), donaren 32700 arbres
més parsimoniosos, amb una llargada de 232 passos, amb un índex de consistencia (Cl) de
0,517 i un índex d'homoplásia (HI) de 0,483 , tots dos quan s'excloi'en els car ácters no
informatius, i amb un índex de retenció (RI) igual a 0,699. L'arbre de consens estricte es
mostra en la Fig. 30. La topologia d'aquest segon arbre fou gairebé com la de la primera
análisi, a excepció de la posició de Femeniasia balearica com a germana de les especies de
Carthamus sect. Thamnacanthus (= Phonus), amb un valor de bootstrap del 89% i un índex
"decay" de 3.
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El resultat és una discreta segregació entre Carthamus, fonnat per especies anuals de
distribució oriental, i un complex perenne de distribució més occidental fonnat pels generes
Carduncellus, Femeniasia i Phonus. Mirant solament la biogeografia, ja notem una relació
estreta entre Phonus i Carduncellus, ja que ambdós generes estan fonnat per plantes perennes
i de distribució occidental (vegeu Fig. 1). Com Hanelt (1963) ja va apuntar, les especies de
Phonus creixen en associacions naturals, com totes les especies de Carduncellus. Per contra,
les especies de Carthamus creixen solament en ambients alterats per 1'home.
Malgrat aquesta efectiva diferenciació entre Carthamus i els altres generes del complex
(Carduncellus, Femeniasia i Phonus) , la filogénia ITS no resolles relacions entre aquests dos
grans grups del complexo Encara que els grups Carduncellus i Carthamus estan units formant
una cIada, els valors de bootstrap no li donen suport [BS = 33 031, segons I'análisi utilitzada
(vegeu Figs. 29, 30, 31)].
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Carduncellus
La nostra delimitació de Carduncellus coincideix amb les concIusions de Hanelt (1963,
1976). L'análisi de les seqüéncies de la regió ITS no dóna suport a la segregació de Lamottea
com un genere diferent, ja que les especies Carduncellus caeruleus, C. calvus, C. dianius i C.
helenioides, totes incloses dins Lamottea per López González (1990) , no formen un grup en
les nostres análisis (Figs. 29, 30, 31). Les diferencies morfológíques en els aquenis indicades
per López González (1990) entre les especies de Carduncellus és un exemple de l'evolució
brusca que es pot donar en les Centaureinae (Wagenitz & Hel1wig, 1996); divergéncies en la
seqüénciació de la regió ITS i la morfologia dels aquenis s'han donat altres vegades dins les
Compostes, com per exemple en la tribu Inuleae (Eldenas et al., 1988).
Les nostres análisis també suggereixen que l'especiació en Carduncellus és molt recent i que
han sofert una radiació molt rápida, comparant-la amb altres Centaureinae, excepte les
especies més arcaiques com Carduncellus fruticosus i C. mareoticus. EIs valors de
divergencia entre les especies és molt baix, com en altres joves generes de les Centaureinae,
per exemple Cheirolophus (Susanna et al ., 1999). El fet que les especies del grup siguin
perennes, que ja de per si tenen valors més baixos en les taxes de mutació en la regió ITS
(Baldwin et al., 1995), i l'estreta distribució geográfica de Carduncellus, limitada
principalment a la Península Ibérica i nord d' África, donen suport a la idea d'aquesta
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divergencia recent. La manca de resolució de les relacions dins el genere Carduncellus reitera
l'extremadament baix nivell de resolució de la regió ITS en molts generes de recent origen
(Nepokroeff & Sytsma, 1996; Susanna et al., 1999). Per a l'estudi d'aquest genere, seria bo
utilitzar altres espaiadors del DNA ribosómic nuclear com els ETS ("External Transcribed
Spacer") perqué diferents autors han trobat una major divergencia entre seqüéncies que en la
regió ITS: de 1,3 a 2,4 vegades en Calycadenia (Ba1dwin & Markos, 1998) o 1,5 en
Medicago (Bena et al., 1998) o d'altres regions del genoma com l'análisi amb enzims de
restricció en DNA cloroplástic amb el qual Francisco-Ortega et al. (1996) obtenen bons
resultats filogenétics en un genere jove insular, Argyranthemum.
Carduncellus fruticosus i C. mareoticus
Els nostres resultats indiquen que Carduncellus fruticosus i C. mareoticus són successives
especies germanes de la resta de Carduncellus (Figs. 29, 30, 31), coincidint amb Hanelt
(1963). Aquests dos Carduncellus comparteixen carácters inusuals dins del genere:
Carduncellus fruticosus i C. mareoticus són arbustos espinosos, mentre que la resta
d'espécies del genere són hernicriptófits. Per altre costat, aquestes especies comparteixen
amb Phonus i Femeniasia el fet únic de tenir les cípseles amb un pericarp indiferenciat. Sota
aquesta base, López González (1990) inclou aquestes dues especies dins el genere Phonus.
No obstant aixó, les diferents análisis de les seqüéncies de la regió ITS indiquen que la seva
posició sistemática és dins de Carduncellus, pero com a especies més basals i divergents.
Segons la filogénia donada per la regió ITS, la inclusió d'aquestes especies dins de Phonus
faria aquest genere parafil étic (Figs. 29, 30, 31) .
Petit (1997) i Petit et al. (2001) va subordinar Carduncellusfruticosus a Femeniasia en raó a
les similituds vegetatives, que passen així a ser sobrevalorades. Per exemple les espines de
Femeniasia són verdaderes fulles embeinadores, ja que conserven la seva beina que envolta
la tija (Susanna, 1987), mentre que Carduncellus fruticosus porta espines caulinars
Completament lignificades. La majoria de car ácters que donen suport a la connexió de
Femeniasia balearica amb Carduncellus fruticosus són adaptacions als hábitats, xérics en C.
fruticosus, o extremadament ventosos en Femeniasia.
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Femeniasia
Dissortadament, els nostres resultats per Femeniasia són ambigus. Les análisis de les
seqüéncies de la regió ITS indiquen que pertany a la c1ada occidental, juntament amb
Carduncellus i Phonus. No obstant aixó, la seva posició dins dels grup depen del tipus
d' análisi i de la interpretació de les delecions en l' análisi filogenética. En l'análisi rnés
parsimoniosa, si les delecions són codificades com a valors desconeguts, Femeniasia es
col, loca com un genere isolat (Fig. 29), mentre que si es codifiquen les delecions corn a
cinquena base (Fig. 30) o si l'análisi es fa amb NJ (Fig . 31) , Femeniasia passa a ser germana
de Phonus amb un valor de bootstrap del 89%; pero la inserció/deleció que ha fet posar
Femeniasia dins Phonus esta formada solament per una base (Taula 6).
Són obvies les diferencies morfológiques amb Phonus, en 1'hábitat, en els apéndixs de les
bráctees involucrals i en el vil-lá. No obstant aixo, Femeniasia comparteix amb Phonus el
pericarp indiferenciat. Les nostres conc1usions són que Femeniasia pertany al mate ix llinatge
que desenvolupá Phonus, pero com a diferents generes. Nosaltres proposem deixar
Femeniasia en el rang genéric fins que evidencies no tan ambigües c1arifiquin la seva relació
ambPhonus.
Carthamus
EIs nostres resultats donen suport a la idea de dos grups diferents: Carthamus sensu stricto,
que inclou únicament la sect. Carthamus, i la resta de les seccions de Hanelt (1963). Cassini
(1819) i De Candolle (1838) c1assificaren aquests grups com dos generes: Carthamus i
Kentrophyllum. Les diferencies en la morfologia i en la cariologia són evidents (Hanelt,
1963) i, en conseqüéncia, la divisió de Carthamus pot ser reconsiderada. No obstant aixó, els
nostres resultats són provisionals, ja que el mostreig de la sect. Carthamus no és extensiu 1
inclou únicament tres de les 9 especies que formen la secció i, segons Hanelt (1963), aquestes
Una interessant dada es desprén de la nostra análisi, referent a les relacions biogeográfiques
de Femeniasia. Femeniasia balearica és una especie endémica del nord de l'illa de Menorca,
on nombrosos elements endemics es creu que tenen afinitats amb la flora tirreniana (Cardona
& Contandriopoulos, 1979). Per contra, les seqüéncies de la regió lTS indiquen que
Femeniasia pertany al llinatge Íbero-nord-africá.
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tres especies estan molt relacionades. Una major representació de Carthamus sect.
Carthamus podria mostrar més c1arament les relacions existents entre els dos grups.
Evolució deIs carácters morfológícs dins el complex
Una comparació deIs carácters morfológics amb la filogenia de la regió ITS dóna suport a
l'opinió de Dittrich (1969) que les característiques deIs aquenis i els apendixs de les bráctees
no poden ser usats com a carácters diagnóstics exc1usius per al complexo En el cas deIs
aquenis interpretem que el pericarp indiferenciat present en les especies basals de
Carduncellus, C. fruticosus i C. mareoticus, en Phonus (Dittrich, 1969) i en Femeniasia
també és una reversió. Un pericarp diferenciat és present en la resta d'espécies del complex i
en gairebé tots els generes de la subtribu Centaureinae (Dittrich, 1968c, 1969).
EIs apéndixs de les bráctees mitjanes representen un altre exemple important de la dificultat
de la c1assificació generada per alguns carácters que tenen reversions freqüents i reduccions
secundáries (carácters homoplásics) que caracteritzen la subtribu Centaureinae. Aquests
apéndixs no es troben en Carthamus (a excepció de C. dentatus subsp. ruber, C. lanatus i C.
creticus), Phonus i algunes especies de Carduncellus (López González, 1990), mentre que la
presencia d'apéndixs cuculliformes-lacerats en les bráctees mitjanes és un dels carácters
claus per segregar les subtribus Centaureinae i Carduinae (Cassini, 1819; Bentham, 1873;
Hoffmann, 1894; Dittrich, 1977; Bremer, 1994; Wagenitz & Hellwig, 1996).
La presencia d'alguns carácters primitius (en referencia a la subtribu Centaureinae) en
algunes especies del complex Carthamus-Carduncellus és remarcable, ja que aquest complex
pertany a la c1ada moderna de les Centaureinae, com definiren Susanna et al. (1995);
Wagenitz & Hellwig (1996) i Garcia-Jacas et al. (2001). La presencia d'un pericarp
indiferenciat i l' absencia d' apendixs cucul-liformes poden representar la persistencia d' estats
primitius o, pel contrari, reversions de carácters avancats cap un estat aparentment més
primitiu. El fet que aquests carácters, especialment la perdua dels apendixs cuculliformes en
les bráctees mitjanes, sigui present únicament en especies disperses dins dels generes dels
complex estudiat (Figs. 29, 30) i no estiguin agrupades en línies taxonórniques, fa que la
hipotesi de les reversions sigui més creíble que la supervivencia de verdaders carácters
primitius.
Com es mostra en diverses publicacions sobre la filogénia de les Centaureinae (Susanna el
al., 1995; Garcia-Jacas et al., 2001), per clarificar la sistemática i les relacions filogenetiques
de la subtribu es requereix no solament una análisi meticulosa dels carácters morfologics,
sinó també la interpretació d'altres evidencies (biogeográfiques, cariológiques i moleculars).
Una aproximació integrada de tots aquests car ácters esmentats esdevé una innegable
necessitat per interpretar nombrosos complexos relacionats amb les Centaureinae.
L'aparent relació existent entre les dades moleculars i les biogeográfiques i el conflicte
d'aquestes línies amb les dades morfol ógiques, suggereix I'existéncia d'un paraHelisme
morfológic que s'ha donat en la historia del complex Carthamus-Carduncellus 1, per
extensió , dins les Centaureinae i d'altres tribus de les Compostes.
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6. TECNICA DELS MARCADORS RAPD
CARACTERÍSTIQUES DELS MARCADORS RAPD
BIs marcadors RAPD ("Random Amplified Po1ymorphic DNA" - DNA polimórfic
amplificat a l'atzar) són generats per la reacció en cadena de la po1imerasa (PCR) uti1itzant
un encebador de cadena simple i de mida petita, genera1ment 10 nucleótids (amb una
proporció de nucleótids G + C del 50% al 70%), que té una seqüéncia arbitraria i que ane11a a
baixa temperatura en la PCR (Williams et al., 1990). BIs 110cs d'encebament poden estar
distribu'its a111arg de tot el genoma i, per aixó, e1s segments amplificats són tant d'origen
nuclear com citoplasmátic, Aquesta técnica ha tingut una difusió mo1t rápida a causa de
diversos avantatges que no tenen a1tres marcadors mo1ecu1ars (Bowditch et al., 1993), com
ara:
(i) no és necessari un coneixement previ del DNA que vo1em analitzar i, per tant, no
s'han de confeccionar encebadors específics per delimitar la zona d'estudi.
(ii) no cal hibridació del genoma i la detecció dels marcadors es fa sense necessitat de
técniques radioactives, cosa que e1s fa molt económics.
(iii) es necessita mo1t poca quantitat de DNA, aproximadament 25 ng de DNA
genómic per reacció.
(iv) és una técnica que detecta igualo més variabilitat que a1tres técniques, com són
RFLP (Thormann et al., 1994) o isoenzims (Hi1u, 1995; Bartish et al., 1999).
(v) es poden aconseguir un nombre quasi il-limitat de marcadors, ja que el nombre
d'encebadors que es pot sintetitzar és enorme.
A partir de la seva descripció, s'han utilitzat ámpliament en tot tipus d'organismes, tant en
animals (Levitan & Grosberg, 1993; Van de Zande & Bij1sma, 1995; Aposto1 et al., 1996;
Comincini et al,. 1996), bacteris (Williams et al., 1990; Tseng et al., 2001), briófits
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(Boisselier-Dubayle el al., 1995; Zouhair el al., 2000), fongs (Smith et al. , 1992) i plantes
vasculars, i s'han aplicat a diferents tipus d 'estudis de:
(i) assaigs de variabilitat genética dins i entre poblacions (Brauner el al., 1992; Bai et
al., 1997; Bauert el al., 1998; Jenczewski el al., 1999).
(ii) construcció de mapes genétics (Carlson et al. , 1991).
(iii) relacions filogenétiques entre diferents especies (Hilu & Stalker, 1995; Gillies &
Abbott, 1998; Hungerer & Kadereit, 1998; Ahmad, 1999).
(iv) determinació del parentiu en les especies híbrides (Crawford et al., 1993;
Marsolais et al., 1993; Sale et al., 1996; Hawkins & Harris, 1998).
En la técnica dels RAPD, el protocol de la PCR varia del de la técnica de seqüenciació,
explicat anteriorment, en que l' encebador és únic i de seqüencia arbitraria. Així, perqué hi
hagi amplificació del genoma cal que dues seqüéncies de DNA cornplementáries de
l'encebador estiguin a una distancia suficientment petita (generalment menys de 3000 parells
de bases) i en orientació oposada (Ferreira & Grattapaglia, 1995).
Amb aquesta t écnica es pot detectar, te óricament, qualsevol tipus de mutació: substitucions,
insercions, delecions o inversions en el lloc d' encebament o insercions i delecions dins de la
regió amplificada. Encara que la natura dels loci de RAPD no és del tot coneguda, proves
experimentals indiquen que diferencies de solament un parell de bases són suficients per
causar la no-complementarietat dellloc d 'encebament (Williams et al., 1990).
La majoría dels marcadors RAPD es comporten com a marcadors genetics dominants en
organismes diploides, ja que és impossible distingir els organismes homozigots i heterozigots
per un determinat locus, donat que solament s'observa el fenotip "presencia de banda". No
obstant aixó, les insercions o delecions de mida petita, d'entre 50 a 1500 bp, situades entre
els llocs d 'encebament, poden actuar com al-lels codominants, ja que són detectables corn
productes de mida diferent, sempre que aquestes mutacions no afectin la mecánica de
l'amplificació (Bowditch et al., 1993).
En la técnica dels RAPO hi una pérdua d'especificitat de la reacció d'anellament a causa de
les característiques dels encebadors i de la temperatura d'anellament. Aixó pot donar lloc a la
formació d'estructures secundáries tant a la cadena simple del DNA com al voltant del [loe
d' anellament de l' encebador. Aquestes estructures secundáries poden inhibir l'anel1ament de
l' encebador o l'elongació de la DNA polimerasa. Qualsevol mutació que faci estabilitzar o
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variar aquesta estructura secundaria pot donar lloc a la formació de polimorfismes. Aixó ens
indica que la técnica dels RAPD pot detectar més variabilitat que l' existent a la regió
d'encebament (Bowditch el al., 1993).
Tanmateix, la técnica dels marcadors RAPD presenta una serie de limitacions. La primera és
la repetitivitat de les an álisis, tant dins el laboratori com entre laboratoris; aquest aspecte ha
estat ámpliament estudiat per diversos autors (Weeden el al., 1992; Fritsch el al., 1993).
Altres autors demostren clarament que canvis en alguns parámetres de la técnica dels RAPD
poden fer variar els resultats obtinguts. Aquests factors poden ser:
la qualitat del DNA (Staub el al., 1996).
la proporció entre la concentració d'encebador i del DNA (Carlson el al., 1991;
Ellsworth el al. , 1993).
la temperatura d'anellament (Ellsworth el al., 1993; Pérez el al., 1998).
la concentració de magnesi (Carlson el al., 1991; Williams et al., 1993).
el tipus de DNA polimerasa utilitzat (Schierwater & Ender, 1993).
En conseqüéncia, s'ha d'estandarditzar bé el protocol de la técnica deIs RAPD a fi de
minimitzar aquests tipus de variacions que no depenen del genoma.
Una altra limitació de la técnica dels marcadors RAPD és que fragments que presenten co-
migració poden ser no homólegs, principalment quan l'estudi es fa comparant táxons més o
menys allunyats (Rieseberg, 1996; Gillies & Abbott, 1998). A més, alguns autors (Williams
et al., 1993; Van de Zande & Bijlsma, 1995) han demostrat l'existencia de competencia entre
els fragments de RAPD, cosa que fa que l'absencia d'un fragment pugui ser independent de
la mutació en un locus determinat. No obstant aixó, l'impacte d'aquestes limitacions pot ser
reduída mostrejant un nombre adequat de fragments de RAPD i utilitzant técniques
apropiades d'análisi (Lynch & Milligan, 1994). Nei et al. (1983) suggereixen que s'han
d'usar més de 30 loci (marcadors) quan es fan estudis d'estimacions filogenétiques.
OBJECTIUS DE L'E8TUDI
Encara que, com s'ha indicat, hi ha algunes limitacions en 1'ús de la técnica dels RAPD per
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ser utilitzada en sistemática i en estudis filogenétics, en molts generes ha estat usada, donant
resultats coherents amb altres filogénies moleculars o amb la taxonomia clássica, com ara en
els generes Lens (Sharma et al., 1995), Rubus (Graham & McNicol, 1995), Rosa (Millan et
al., 1996) , Viola (Ko et al., 1998) , Dendroseris (Esselman et al., 2000), Digitalis (Nebauer et
al., 2000), entre d'altres. EIs objectius del nostre estudi amb la técnica deIs marcadors RAPD
foren els següents:
(i) avaluar el potencial taxonómic de la técnica deis marcadors RAPD en 9 especies
del genere Carthamus.
(ii) detectar l' existencia de variabilitat intraespecífica, així com la variabilitat
interpoblacional i intrapoblacional d'aquestes especies.
(iii) comprovar les divisions seccionals i infraespecífiques dins el genere Carthamus.
(iv) comparar les relacions filogenétiques deduídes mitjancant l'análisi deIs
marcadors RAPD amb les deduídes a partir de l' análisi de seqüéncies de la regió ITS
del DNA ribosórnic nuclear.
Material utilitzat
Per a aquest estudi s'utilitzaren llavors procedents de dues poblacions de Carthamus creticus
L., C. glaucus M. Bieb. subsp. glaucus, C. lanatus L., i C. turkestanicus Popov, i d 'una
població de C. alexandrinus (Boiss. & Heldr.) Asch., C. boissieri Halácsy, C. dentatus Vahl
subsp. ruber (Link) Hanelt, C. leucocaulos Sibth. & Sm. i C. tenuis (Boiss. & Blanche)
Bornm. Per a l'análisi s 'utilitzaren 4 o 5 individus. A més, de cada població es repetí
l'extracció d'algun individu escollit a l'atzar per comprovar la repetitibilitat de la técnica.
A la Taula 8 hi ha la llista de les poblacions de les especies utilitzades per al'estudi, les seves
localitats i el nombre d'individus analitzats. De cada població utilitzada es guarda, corn a
mínim, un plec testimoni a l'herbari de l'Institut Botánic de Barcelona (BC).
I
I
Taula 8. Llista d'especies, localitats de les poblacions, i nombre d'individus per població analitzats amb la técnica dels marcadors RAPD.
Especie Localitat N° indo
Carthamus alexandrinus (Boiss. & Egipte, Alexandria: entre El Amiriya i Burg-el-Arab, davant l'urbanització King Mariut, Susanna 1835 i 4Heldr.) Asch. Vilatersana, 07.06.1998 (BC).
Carthamus boissieri Halácsy Grecia, Creta, Khaniá: marge camps a la punta de la península de Drapanon, Vilatersana 36, 09.07.1996 5(BC).
Carthamus creticus L. Egipte, Alexandria: próxim a El Amiriya, al costat de la fabrica de macarrons, Susanna 1851 i 5Vilatersana, 07.06.1998 (BC).
Carthamus creticus L. Marroc, Al-Hoceima: entre Tiztoutine i Al-Hoceima, km 417 carretera de Nador a Al-Hoceima, Gamatje, 5Susanna 1772 i Vilatersana, 15.06.1997 (BC).
Carthamus dentatus Vahl subsp. ruber Grecia, Creta, Réthymnon: marge carretera N-97 entre Rotosí i Mesohorio, Vilatersana 44, 14.07.1996 4(Link) Hanelt (BC).
Carthamus glaucus M. Bieb. subsp. Armenia, Ekhegnadzor: próxim al poble d'Agarakadzor, Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, 5glaucus Hovannisyan, Susanna 1551. Tamanvan i Valles 20.08.1995 (BC).
Carthamus glaucus M. Bieb. subsp. Iran, Azarbayjan-e-Shargui: próxim a Tatar, granja de galls dindi i centre de recerca, Garcia-Jacas, 5glaucus Mozaffarian, Susanna 1678 i Valles, 07.08.1996 (BC).
Carthamus lanatus L. Espanya, Málaga: próxim a Antequera, venint de Granada, al peu de la Peña de los Enamorados, Garcia- 5Jacas, Susanna 1609 i Vilatersana, 23.06.1996 (BC).
Carthamus lanatus L. Grecia, Creta, Réthymnon: entre la carretera N-77 i la necrópoli Minois, Vilatersana 27, 07.07.1996 5(BC).
Carthamus leucocaulos Sibth. & Sm. Grecia, Creta, Khaniá: base de Moni Hrissoskalitissas, Vilatersana 40, 11.07.1996 (BC). 5
Carthamus tenuis (Boiss. & Blanche) Israel: Vall del Jordá, R. Levy, 09.1997 (BC) . 5Bornm.
Carthamus turkestanicus Popov Armenia, Ararat: prop de Surenavan, seguint la conducció d'aigua, a 1 km de la carretera, Fajvush, 5Gabrielvan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1532. Tamanvan i Valles 19.08.1995 (BC).
Carthamus turkestanicus Popov Iran, Azarbayjan-e-Shargui: 35 km de Tabriz, en la carretera a Abar, Garcia-Jacas, Mozaffarian, Susanna 51656 i Valles, 05.08.1996 (BC).
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Sembres
Les sembres de les llavors uti1itzades per a l'estudi es realitzaren en plaques de Petri esterils i
sobre paper de filtre humit, i es mantingueren a una temperatura entre ISo i 20°C, amb
alternanca de llum i de foscor. Un cop germinades les llavors, es plantaren en testos amb un
substrat de torba rossa i "ecobosc" i es deixaren créixer durant unes quantes setmanes, fins
que la plántula presentava els cotiledons i les dues primeres fulles.
Extracció del DNA genómíc
El DNA genómic s'extragué de fulles joves i sanes -l'edat de les mostres és inversament
proporcional a la consistencia de les bandes resultants (Staub et al., 1996)- usant el métode
Cullings (1992) amb algunes modificacions. Per a cada individu es pesaren O,OS g de material
frese o 0,01 g de material préviament deshidratat amb gel de sílice (Chase & Hills, 1991).
Per a la lisi dels teixits vegetals, es col-locaren les fulles dins un tub de microcentrifugadora
d'l,S ml i es trituraren amb una vareta; després s'incubaren durant S hores a 6SoC en SOO ~l
de tampó CTAB. La neteja del DNA es féu amb cloroform (SOO ~l per mostra) i se centrifuga
durant S minuts a 14000 rpm. Es tragué la fase aquosa i es toma a repetir la neteja amb
cloroformo La precipitació del DNA de la fase aquosa es féu amb 7,S M d'acetat amónic i
isopropanol fred seguint la proporció següent:
Volum d'acetat amónic = volum fase aquosa x 0,08
Volum d'isopropanol = [volum fase aquosa + acetat amónic] x 0,S4
El tub es deixá reposar durant 10 minuts a temperatura ambient i se centrifuga durant 3
minuts a 14000 rpm. El sobrenadant s'elimina per decantació, es renta amb etanol de 70% i
es deixá assecar al buit durant un mínim de 30 minuts. El sediment resultant es resuspengué
en SO ~l de TE estéril (10 mM Tris-base pH 8, 1 mM EDTA.Na2), bombejant ellíquid amb la
pipeta. S'incubaren els tubs al bany a 6SoC durant lS minuts per assegurar-ne la seva
resuspensió. Finalment, el DNA es guarda al congelador a -20°C.
Posteriorment, es realitzá la comprovació de l' existencia de DNA en el material extret en un
gel d'agarosa al 0,7% en Ix TBE (134 mM Tris-base, 0,2S nM EDTA.Na2, 40 mM ácid banc,
pH 8), on es carregaren 9 ul de DNA de cada mostra i 2 ul de blau de brom fenol (vegeu
capítolS).
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Selecció de la concentració óptlma del DNA
Donat que la técnica deis RAPD és molt sensible i per assegurar que no variarien els resultats
segons la concentració del DNA, es realitzá una prova per testar la concentració óptima de
treball d'aquest DNA. Es tria un encebador OPB8 (Operon Technologies, Alameda,
California) i en dos individus d'una població de Carthamus tenuis (Levyl) es feren diferents
dilucions amb aigua destil-lada estéril del DNA resultant de l 'extracció: 1:10, 1:20, 1:30 i
1:40, i després es mira quina d'elles donava bandes més definides. En el nostre cas, s'observá
que la concentració óptima de treball era la dilució 1:20 del DNA. Alhora, es constata que el
patró de bandes originat era independent de la concentració del DNA, dins els límits del
nostre mostratge.
Selecció deIs encebadors
Com que és freqüent que per cada genoma particular hi hagi un cert nombre d'encebadors
que no donin productes d'amplificació satisfactoris (Bowditch et al., 1993; Fritsch et al.,
1993), es provaren 19 encebadors (Operon Technologies; vegeu Taula 9). Cada encebador
liofilizat es resuspengué en aigua destil -lada abans d'usar-se, aconseguint un concentració
final de 25 ng/ml. Per seleccionar quins d'ells eren els óptims per al nostre treball, es feren
proves amb dos grups d'espécies: el primer grup format per dos individus de Carthamus
turkestanicus (S1656), dos individus de C. glaucus subsp. glaucus (S1551) idos individus de
C. lanatus (V27); i el segon grup format per dos individus de Carthamus creticus (S1850),
dos individus de C. leucocaulos (V40) idos individus de C. lanatus (S1609). Un grup
d'encebadors dona productes d'amplificació (bandes) febles i poc definits, com eren OPJ1,
OPB, OPJ4, OPJ6, OPJ7, OPJ8 i OPJ10; l'encebador OPDlO no dona productes
d'amplificació; i un altre grup d'encebadors origina productes d'amplificació que no
discriminaven les diferents especies, com és el cas de OPE5 i OPG19. Per aixó, finalment se
seleccionaren els encebadors OPAl, OPA3, OPA13, OPA20, OPB7, OPB8, OPG2, OPJ5 i
OPJ9, ja que donaven bandes fortes i polimorfes entre les diferents especies.
Amplificació del DNA
Les amplificacions del DNA es realitzaren en 10 ¡..tI de reacció que contenia:
- 5,6 ¡..tI d'aigua estéril.
- 1 ul de tampó 10x (Promega Corporation, Madison, WI).
- 0,8 ¡..tI d'una barreja 0,4 mM de cada nucle ótid: dATP, dCTP, dGTP dTTP
(Promega).
- 1 ul de 10 mM MgCh (Promega).
- 0,4 ul de 25 ng/ml encebador (Operon Technologies).
- 0,2 ¡..tI de 5 U/¡..tI Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerasa (Promega).
- 1 ul de DNA diluit al: 20, procedent de l'extracció.
Les reaccions es posaren en tubs de 0,2 mI i s'hi afegiren dues gotes d'oIi mineral per tal
d 'evitar I'evaporació deIs productes de reacció durant I'amplificació del DNA. EIs tubs es
col-locaren en un termociclador MJ Research PTC 100 amb el següent programa:
- Pas 1: 1 minut a 95°C per desnaturalitzar el DNA.
- Pas 2: 30 segons a 95°C.
- Pas 3: 1 minut a 37°C per anellar l' encebador.
- Pas 4: 2 minuts a 72°C per a I'elongació de la Taq DNA polimerasa i la incorporació
deIs nucleótids.
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ENCEBADORS Següencia (5' ---7 3') ENCEBADORS Següencia (5' ---7 3')
OPAI CAGGCCCTTC OPJ1 CCCGGCATAA
OPA3 AGTCAGCCAC OPJ3 TCTCCGCTTG
OPA13 CAGCACCCAC OPJ4 CCGAACACGG
OPA20 GTTGCGATCC OPJ5 CTCCATGGGG
OPB7 GGTGACGCAG OPJ6 TCGTTCCGCA
OPB8 GTCCACACGG OPJ7 CCTCTCGACA
OPDlO GGTCTACACC OPJ8 CATACCGTGG
OPE5 TCAGGGAGGT OPJ9 TGAGCCTCAC
OPG2 GGCACTGAGG OPJ10 AAGCCCGAGG
OPGl9 GTCAGGGCAA
Taula 9. Llista d' encebadors utilitzats en la técnica dels RAPO i les seves seq üé ncies,
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les.
dTTP
per tal
ubs es
oració
_Pas 5: tomar 44 vegades al pas 2.
_Pas 6: 5 minuts a 72°C per a l'elongació deIs productes amplificats.
_ Pas 7: temps indefinit a 4°C per a la refrigeració de les mostres abans de
l' electroforesi.
A cada gel es féu un control negatiu, en el qual es posaren tots els productes de reacció
menys el DNA, a fi de comprovar que els polimorfismes observats no corresponien a
artefactes de l'encebament (Saiki, 1989; Williams et al., 1990) ni a I'existéncia de possibles
contaminacions.
Electroforesi
Després de l'amplificació del DNA, 10 111 de cada volum de reacció es barrejaren amb 2 111
de blau de brom fenol i es col-locaren en un gel d'agarosa al 2% en 0,25x TBE (pH 8,8 - 9,0)
usant les concentracions següents: 33,5 mM Trizma-base, 10 nM ácid bóric, 0,062 mM
EDTA.Naz. Junt a les mostres, es féu córrer una mostra preparada amb 3,5 111 d'aigua estéril,
0,5 111 de marcador 1 mg/ml pGEM DNA (Promega) i 3,5 111 de Blue/Orange 6x loading dye
(Promega) que, en presentar un triple front acolorit de diferents pesos moleculars, ens
permeté visualitzar en tot moment el curs de l' electroforesi.
Un cop carregat aquest gel, s'introduí en una cubeta d'electroforesi i es cobrí amb tampó
d'electroforesi 0,25x TBE, fins a 1,5 cm sobre d'ell. L'electroforesi es realitzá a un voltatge
constant de 100 V durant 5 hores aproximadament, per tal d'obtenir la máxima separació
entre els productes d'amplificació. S'interrompé l'electroforesi quan el front blau del brom
fenol arriba a 10 cm del punt de cárrega del gel.
El gel es tenyí amb 7 111 de bromur d'etidi (la mg/ml) per cada 150 mI d'aigua. Se submergí
el gel en aquesta solució durant 15 - 20 minuts, amb agitació. Passat aquest temps, el gel es
decolora durant el temps necessari per eliminar el fons que emmascarava les bandes de DNA.
Les bandes es visualitzaren situant el gel sobre un transil-luminador UV.
Per a cada encebador, tots els individus d'una determinada població, més la seva
corresponent repetició, es feren córrer inicialment en un gel d'electroforesi. D'aquest gel, es
triaren un mínim de dos individus, sempre agafant tota la variabilitat trobada dins la població.
El conjunt d'aquests individus triats de diferents poblacions s'amplificá una segona vegada i
es féu córrer en un altre gel d'electroforesi (Crawford et al., 1998). BIs avantatges d'aquest
procediment eren que, per un costat, es realitzaven les repeticions de les amplificacions per
assegurar que els resultats eren reproduíbles; i per l'altre, s'afavoria trobar les similituds i les
diferencies entre les poblacions i els táxons, ja que les comparacions de bandes es feien dins
un mateix gel.
Análísi de les dades obtingudes
Amb els fragments RAPD trobats en cada individu mostrejat de totes les poblacions es
confecciona una matriu rectangular de preséncia/abséncia. Els fragments RAPD que es
trobaren a tots els individus i els fragments d 'amplificació dubtosa no s'usaren en l'análisi.
En haver moltes opinions quant a la intensitat que havien de ten ir les bandes RAPD que
s'havien d'usar per a l'análisi de les dades (Weeden et al., 1992; Lamboy, 1994), es
generaren tres tipus de matrius diferents segons la intensitat de les bandes obtingudes, tal
com van fer Hilu & Stalker (1995), a fi de poder comparar els resultats obtinguts:
Matriu 1: totes les bandes resultants de 1'análisi (d'intensitat forta, mitjana o débil) eS
tractaren com a presents.
Análísí de les imatges
La imatge del gel es captura amb una camera digital Kodak DC 220 amb un filtre taronja i es
transferí a un ordinador grácies al programa Adobe PhotoDeluxe 2.0. Després, usant el
programa Lane Manager 2.1a (T.D.I.S.A., Madrid), es netejá el fons i se li assigná el pes
molecular a cada banda utilitzant una regressió semilogarítmica amb el pes molecular de les
bandes del marcador pGEM DNA
[logaritme (pes molecular del marcador) = a + b.coord. Y ]
Les bandes d'aquest marcador són, de major a menor pes molecular: 2645 bp, 1605 bp, 1198
bp, 676 bp, 517 bp, 460 bp , 396 bp, 350 bp, 222 bp, 179 bp, 126 bp, 75 bp. L'alineació de les
bandes es féu manualment. Les bandes amb igual pes molecular es tractaren com a fragments
idéntics. Les bandes es mostrejaren com a presents "1" o com a absents "O" per a cada mostra
analitzada i solament les bandes reproduíbles foren comptades. En algun cas puntual, quan hi
hagué problemes amb la interpretació d 'algun gel , els valors que faltaven es codificaren com
a desconeguts "9".
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Matriu 2: les bandes d'intensitat forta i mitjana es tractaren com a presents, mentre que
les d'intensitat débil es codificaren com a absents.
Matriu 3: solament les bandes d'intensitat forta es tractaren com a presents; les
d'intensitat mitjana o débil, com a absents.
Aquestes matrius bináries de dades s'usaren en les següents análisis estadístiques:
(a) Dendrograma fenetíc UPGMA amb tots els individus de les diferents poblacions. Les
tres matrius bináries s'analitzaren fent servir el programa NTSYS-pc (Rohlf, 1997) usant
SIMQUAL (similitud per a dades qualitatives) i el coeficient de Dice (Dice, 1945), que
segueix la següent fórmula
CD = 2 h / (a + b)
on h = nombre de bandes presents alhora a les mostres A i B; a = nombre de bandes presents
a la mostra A; b = nombre de bandes presents a la mostra B.
La matriu de similituds generada per l'algorisme de Dice s'usá per generar un dendrograma
fenétic (fenograma) UPGMA ("unweighted pair group method using arithmetic averages") a
través de la rutina SHAN.
El coeficient de Dice és equivalent al coeficient de Nei & Li (equació 21) (Nei & Li, 1979),
ja que els dos calculen el coeficient de similitud en funció de la presencia de les bandes del
DNA i exclouen la part corresponent a I'abséncia de bandes en l'análisi de les similituds. El
coeficient de Dice és el millor per analitzar dades amb la técnica dels RAPD, donat que les
bandes absents són les que tenen menys homologia, ja que la pérdua d'una banda pot ser a
causa de nombrosos successos diferents (Whitkus et al., 1994). Altrament, Lamboy (1994)
indica que aquest és el coeficient preferible quan es tracten táxons próxims i, alhora, és el que
introdueix un biaix menor si es dóna la presencia de bandes originades per artefactes, per
aixó recomana utilitzar-lo en la rutina dels RAPD.
No obstant aixó, també es féu una prova utilitzant el coeficient de similitud de Jaccard
(Jaccard, 1908), ja que aquest algorisme és utilitzat en gran quantitat d'estudis realitzats amb
la técnica RAPD (per exemple, Bai et al., 1997; Chan & Sun, 1997). Aquest coeficient de
similitud segueix la següent fórmula
CJ = h / (n- d)
on h = nombre de bandes present alhora a les mostres A i B; n = mida total de la mostra
(incloent les bandes presents i absents); d = nombre de bandes no presents en les mostres A. i
B.
A fi d'estimar les diferencies entre els 4 dendrogrames originats, es calcularen els valors
cofenétics per a cada dendrograma i es construí una matriu cofenética. Aquestes rnatrius
cofenétiques es compararen amb el test de Mantel (Mantel, 1967), usant el programa
MXCOMP de NTSYS-pc (Rohlf, 1997).
(b) Dendrograma fenetíc UPGMA amb tots els individus de les poblacions, menys els
individus de les poblacions híbrides. Es féu una primera análisi amb el coeficient de Dice i
la matriu 2 menys els individus de les poblacions de Carthamus creticus i C. turkestanicus,
que són d'origen allopoliploide (Khidir & Knowles, 1970a, 1970b). Posteriorment, es féu
una segona análisi en la qual es tragueren també les dues poblacions de C. lanatus, també
d'origen híbrido Aquests fenogrames es realitzaren per determinar si les poblacions híbrides
tenien algun efecte de "captura" de les poblacions no híbrides i comprovar si hi havia
variació de la topologia del dendrograma originat a partir de totes les poblacions. Aquestes
proves es realitzaren amb el dendrograma fenétic UPGMA, ja que McDade (1997) demostrá
que amb aquest meto de les especies híbrides quedaven més próximes amb els seus
corresponents pares, i per tant més propenses a patir aquest efecte de "captura".
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(e) Análísl de eoordenades principals (PCO). L'análisi de coordenades principals (PCO)
(Gower, 1966) es féu usant una matriu de similituds generada amb el coeficient de Dice amb
un sol individu de cada població. S'usaren els programes DCENTER i EIGENVECTOR de
NTSYS-pc (Rohlf, 1997). Es realitzá aquesta an álisi per obtenir informació addicional sobre
les interre1acions de les poblacions i les especies, i mostrar-lo posteriorment en les tres
primeres coordenades. Diversos autors (Adams & Demeke, 1993; Adams & Rieseberg, 1998)
proposen que aquest metode d'ordenació multivariant és la millor aproximació per a l'analísi
de les dades de RAPD, ja que assimila els errors aleatoris (com per exemple la no-homologia
entre les bandes) i els integra com a simple soroll. Per altre costat, Sneath & Sokal (1973)
apunten que l'análisi de coordenades principals té avantatges sobre altres análisis quan els
carácters representen l'estat binari (ex.: presencia/absencia de bandes).
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(d) Analisi Neighbor-Joining (NJ). L'análisi NJ (Saitou & Nei, 1987) es porta a terme amb
l'opció Neighbor-Joining del programa PAUP 4.0b (Swofford, 1998) usant com a mesura de
distancia la "p" no-corregida. L'algorisme NJ no assumeix que tots els canvis evolutius tenen
la mateixa taxa, per aixó hi ha autors com Gillies & Abbott (1998) que consideren aquest
metode el més apropiat per a estudis amb marcadors RAPD, donada la natura arbitraria de les
bandes RAPD i la diferent proporció de canvis evolutius en les diverses parts del genoma
(nuc1ear/organular, repetitiu/no repetitiu).
RESULTATS
Els 9 encebadors utilitzats originaren 159 productes d'amplificació (vegeu Annex 4). El
nombre de polimorfismes trobats fou elevat, amb molt poques bandes monomórfiques,
solament un 3,14%. De les 154 bandes polimórfiques identificades, solament 4 foren
carácters no informatius. Hi hagué una mitjana de 17 loci polimórfics per encebador. EIs
fragments de RAPD tingueren una mida aproximada de 225 a 2400 bp (vegeu Taula 10).
Exemples dels productes d'amplificació trobats amb els diferents encebadors es representen a
l'Annex 5.
Es detectaren 11 marcadors RAPD diagnóstics d'espécie, és a dir, trobats solament en una
especie i no en les altres. No s'identificaren marcadors d'aquest tipus en Carthamus boissieri,
C. dentatus subsp. ruber, ni en C. turkestanicus. En canvi, es detectaren 4 marcadors
específics per a C. alexandrinus, 2 per a C. tenuis, un per C. glaucus subsp. glaucus i un altre
per a C. leucocaulos; a més s'Identificá un marcador específic d'una població de C. creticus
(SI772), un altre específic d'una població de C. lanatus (SI609), i un altre present també a la
mateixa població S1609 de C. lanatus i en alguns individus de l'altra població de C. lanatus
estudiada (V27) (vegeu Taula 11).
(a) Dendrograma fenetíc UPGMA amb tots els individus de les diferents poblacions. El
dendrograma fenétic UPGMA originat amb la matriu 2 (amb bandes d'intensitat forta i
mitjana) i el coeficient de similitud de Dice es representa a la Fig. 32. En ell hi ha dos
conglomerats ("c1usters") ben diferenciats. El primer conglomerat esta format per Carthamus
Tanta 10. Característiques deis fragments RAPD generats pe1s 9 encebadors.
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tenuis, C. boissieri i C. dentatus subsp. ruber (indicat com C. ruber en tots e1s arbres), i té
com a especie basal C. alexandrinus. El segon conglomerat es troba format per les poblacio
ns
de C. turkestanicus i C. glaucus subsp . glaucus per un costat (indicat com C. glaucus en tots
els arbres), i per l'altre, les pob1acions de C. lanatus, C. creticus i C. leucocaulos.
Tanla 11. Distribució dels marcadors RAPD específics despécie. S'indica l'encebador i la mida
aproximada de la banda (bp) .
Fignra 32 (pagina següent). Dendrograma UPGMA basat en les bandes RAPD polimórfiques de les
13 poblacions de 9 especies de Carthamus utilitzant l'índex de similitud Dice. L'escala representa el
valor d'aquest índex. Origen de les poblacions en les especies en que s 'estudia més d'una poblaeió: C.
creticus a-Marroc; C. creticus b-Egipte; C. lanatus a-Espanya; C. lanatus b-Grécia; C. glaucuS a-
Armenia; C. glaucus b-Iran; C. turkestanicus a-Armenia; C. turkestanicus b-Iran. Els números que
acompanyen el nom de l'espécie corresponen als diferents individus d'una població.
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(b) Dendrograma fenetíc UPGMA amb tots els individus de les poblacions, excepte els
individus de les poblacions híbrides. El dendrograma fenétic UPGMA sense les poblacions
de Carthamus creticus i C. turkestanicus es representa a la Fig. 33 i no varia la seva
topo logia respecte a la de l'arbre format anteriorment per totes les poblacions (Fig. 32).
El dendrograma UPGMA excloent també les poblacions de Carthamus lanatus es representa
a la Fig. 34 on es veu una modificació de la topologia de l'arbre general (Fig. 32). Encara que
l'arbre queda dividit en dos conglomerats, C. alexandrinus canvia de conglomerat i queda
associat amb C. glaucus subsp. glaucus.
El dendrograma fenétic UPGMA generat amb la matriu de dades 1 (amb totes les bandes) és
quasi idéntic al generat amb la matriu de dades 2; mentre que si s'utilitza la matriu de dades 3
(amb les bandes fortes solament) encara que dóna uns resultats similars, C. boissieri canVia
de lloc pero dins la mateixa branca. Totes les análisis agrupen tots els individus de la mateixa
població, i les diferents poblacions de la mateixa especie.
Si es comparen els resultats obtinguts utilitzant el 'coeficient de Dice i el coeficient de
Jaccard, els resultats són els mateixos, si bé varien en la llargada de les branques.
La correlació entre els valors cofenetics del dendrograma basats en la matriu 1 versus la
matriu 2 és r = 0,999; la corre1ació matriu 1 versus la matriu 3 és r = 0,926; la correlació
matriu 2 versus la matriu 3 és r = 0,922. El valor de la matriu 1 amb el coeficient de Dice
versus la matriu 1 amb el coeficient de Jaccard és r = 0,995. Rohlf (1997) considera que
qualsevol valor de r ~,9 representa una molt bona correlació.
El coeficient de similitud de Dice (utilitzant la matriu 2) entre les diferents especies oscil-la
entre 0,434 (entre Carthamus tenuis i la població S1772 de C. creticus) i 0,750 (entre un
individu de la població S1609 de C. lanatus i la població S1851 de C. creticus). Tant el
coeficient de similitud interpoblacional com l'intrapoblacional és alto El primer varia de
0,863 - 0,884 en C. lanatus a 0,946 - 0,953 en C. turkestanicus. El segon oscil-la entre 0,967
- 1,000 en la població V27 de C. lanatus i 1,000 en C. tenuis, C. creticus i la població S1656
de C. turkestanicus (vegeu Annex 6).
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Figura 33. Dendrograma UPGMA basat en les bandes RAPD polimórfiques de les 9 poblacions de 7
especies de Carthamus, sense les poblacions de les especies al-lopoliploides, Carthamus creticus i
Carthamus turkestanicus, amb l'índex de similitud Dice. L'escala representa el valor d'aquest índex.
Origen de les poblacions en les especies en que s'estudiá més d'una població: C. lanatus a-Espanya;
C. lanatus b-Grécia; C. glaucus a-Armenia; C. glaucus b-Iran. Els números que acompanyen el nom
de l'especíe corresponen als diferents individus d'una població.
------- --- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Figura 34. Dendrograma UPGMA basat en les bandes RAPD polimórfiques de les 7 poblacions de 6
especies de Carthamus, sense les poblacions de les especies poliploides, Carthamus creticus,
Carthamus lanatus i Carthamus turkestanicus, basat en l'índex de similitud Dice. L'escala representa
el valor d'aquest índex. Origen de les poblacions en les especies en que s'estudiá més d'una població:
C. glaucus a-Armenia; C. glaucus b-Iran. Els números que acompanyen el nom de l'especie
corresponen als diferents individus d'una pobJació.
(e) Análisí de eoordenades principals (PCO). El resultat de l'análisi de coordenades
principals (PCO) es troba representat a la Fig. 35. EIs tres primers eixos de I'análisi peo
expliquen el 81,14% de la variabilitat observada (vegeu Taula 12). El tres grups observats en
el dendrograma UPGMA (Fig. 32) es representen en l'análisi de pea. Es troba per un costat
un grup format per Carthamus alexandrinus, C. boissieri, C. dentatus subsp. ruber i C.
tenuis, un altre grup format per les dues poblacions de C. glaucus subsp. glaucus i C.
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turkestanicus, i un tercer grup format per les poblacions de C. creticus, C. lanatus C.
leucocaulos.
lanat1
la al2
(d) AnaJisi Neighbor-Joining (NJ). El filograma sense arrel (és a dir, sense la localització de
l'antecessor comú més recent) resultant amb el métode Neighbor-Joining es representa a la
Fig. 36. Igualment que en els dendrogrames anteriors, es troba que tots els individus d'una
població i les diferents poblacions d'una especie s'agrupen. Aquest arbre separa c1arament C.
tenuis de la resta d'espécies, Carthamus boissieri, C. dentatus subsp. ruber i C. alexandrinus
a = 31 b =27 r = 99
Figura 35. Representació en les tres primeres coordenades de l' análisi de coordenades principals
(peO) basada en els marcadors RAPD polimórfics, agafant solament un individu per població. alex =
Carthamus alexandrinus; boiss = Carthamus boissieri; cretil = Carthamus creticus-Marroc; creti2 =
Carthamus creticus-Egipte; glaucusl = Carthamus glaucus subsp. glaucus-Armenia; glaucus2 =
Carthamus glaucus subsp. glaucus-Iran; lanatl = Carthamus lanatus-Espanya; lanat2 = Carthamus
lanatus-Grecia; leuco = Carthamus leucocaulos; ruber = Carthamus dentatus subsp. ruber; tenuis =
Carthamus tenuis; turkes 1 = Carthamus turkestanicus-Ivaneuie; turkes2 = Carthamus turkestanicus-
Iran.
DISCUSSIÓ
queden separades com a branques independents de les altres especies. Les restants queden
dividides en dos conglomerats: el primer format per C. creticus, C. lanatus i C. leucocaulo .
S,l
el segon per C. glaucus subsp. glaucus i C. turkestanicus.
Figura 36 (pagina següent). Filograma Neighbor-Joinig (NJ) basat en les bandes RAPD
polim órfiques de les 13 poblacions de 9 especies de Carthamus. Origen de les poblacions en les
especies en que s'estudiá més d'una població: C. creticus a-Marroc; C. creticus b-Egipte; C. lanatus
a-Espanya; C. lanatus b-Grécía; C. glaucus a-Armenia; C. glaucus b-Iran; C. turkestanicus a-
Armenia; C. turkestanicus b-Iran. EIs números que acompanyen el nom de l'espécie corresponen als
diferents individus d'una població.
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Tenint en compte l'alta concordanca de les tres matrius trobada amb el test de Mantel, que la
intensitat de les bandes ve donada per la natura de les regions que flanquegen els llocs
d'encebament (Venugopal et al., 1993) i que les bandes originades per artefactes poden ser
tant falsos positius com falsos negatius (Lamboy, 1994), s'optá per usar la matriu 2
(corresponent a les bandes d 'intensitat forta i intermedia) per a totes les análisis (vegeu
Annex 4).
Si s 'haguessin utilitzat solament les bandes fortes hi hauria hagut un increment considerable
de falsos negatius. Per contra, d'utilitzar totes les bandes, incloent les bandes débils,
l'increment seria de falsos positius. En qualssevol cas es donaria un augment del biaix en les
estimacions fetes.
Convé ressaltar que els valors de variabilitat genética trobats en els nostre estudi són dificils
de comparar amb els valors trobats en altres investigacions, ja que la variabilitat genética
depén en gran mesura de la historia de les especies, del seu sistema reproductiu i de
l'ecologia deIs diferents táxons, entre altres factors (Harnrick, 1989). No obstant aixó,
detectem una nul -la o molt escassa variabilitat intrapoblacional, a causa, en part, del fet que
moltes d'aquests especies són pioneres i algunes amb gran índex d'autocompatibilitat, coro
ara Carthamus creticus i C. turkestanicus (Khidir & Knowles, 197üb).
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La variabilitat interpoblacional de les 4 especies on s'ha estudiat més d'una població també
és molt petita (amb uns valors de similitud entre 0,863 a 0,953), i aixó que en alguns casos es
tracta de poblacions amb un origen bastant allunyat, com per exemple Carthamus Creticl
IS.
del qual s'ha estudiat una població d'Egipte i una altra de Marroc, que representen els
extrems de la seva área de distribució; o C. lanatus, del qual s 'ha estudiat una població de
Creta i una altra del sud d'Espanya. Aquesta elevada similitud genética no és concordant amb
l' elevada variació de la morfologia externa alllarg de la seva área de distribució (Harvey &
Knowles, 1965), i que és comuna en moltes especies colonitzadores amb una área de
distribució gran (Barrett & Shore, 1989). Per tal d'acabar d'ac1arir aquestes diferencies entre
la variabilitat morfológica i la variabilitat genética, seria convenient realitzar un estudi
posterior amb més poblacions d'orígens diversos.
L'alta similitud genética i la proximitat entre les especies fa pensar que les bandes d'igual pes
molecular originades amb els marcadors RAPD poden ser considerades com homologues
(Lannér et al. , 1996), malgrat no s'hagin fet estudis posteriors d'hibridació per comprovar-
ho. Les possibles discrepáncies en l'homologia de les bandes no tindrien un efecte important
sobre les dades obtingudes (Lannér et al., 1996; Rieseberg, 1996). Adams & Rieseberg
(1998) trobaren que les análisis multivariants, com 1'análisi pca, podien assumir fins a un
20% de bandes no homologues, i tenir solament un petit efecte sobre els resultats.
Pel que respecta a la taxonomia del grup, els resultats dels marcadors RAPD no donen suport
a les propostes de tractament subespecífic plantejades per diferents autors, com ara
Carthamus glaucus subsp. alexandrinus (Hanelt, 1963), C. glaucus subsp. tenuis (Schank &
Knowles, 1964), C. lanatus subsp. creticus i C. lanatus subsp. turkestanicus (Hanelt, 1963).
En canvi, les diferents análisis obtingudes a partir de la técnica dels RAPD (Figs. 32 - 36) sí
donen suport al seu corresponent tractament específic, ja que no s'agrupen en el mate ix
conglomerat les diferents subespecies proposades. Com a excepció, es troba el dendrograma
originat sense cap població híbrida (Fig. 34) , on hi ha C. glaucus subsp. glaucus i C.
alexandrinus associats dins un mateix conglomerat, pero a una distancia similar o superior a
la que es troba entre la resta d'espécies. Per un altre costat, C. creticus s'agrupa arnb C.
lana tus en totes les análisis (Figs. 32, 35, 36) , pero a causa que C. lanatus es considera un
progenitor de I'al-lopoliploide C. creticus (Khidir & Knowles, 1970b) i, com a tal, no té cap
sentit tractar-lo com a subespécie.
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Dios el genere Carthamus, les divisions seccionals han anat variant al llarg del temps segons
diferents estudis. Ashri (1958), Knowles (1958) i Ashri & Knowles (1960) dividiren el
genere en 4 seccions, basant-se en el número cromosórnic de les especies:
- Secció 1: especies del genere Carthamus amb n = 12.
- Secció 11: especies del genere Carthamus amb n = 10.
- Secció III: especies del genere Carthamus amb n = 22 (inc1ouen solament C.
lanatus).
- Secció IV: especies del genere Carthamus amb n = 32, (format per dues especies, C.
creticus i C. turkestanicus).
Posteriorment, Estilai (1977b) inclogué en aquesta c1assificació la Secció V amb les especies
del genere Carthamus de n = 11, essent aquesta una secció monoespecífica formada per C.
divaricatus.
Per un altre costat, Hanelt (1963) dividí el genere en cinc seccions, b ásicament atenint-se als
carácters morfol ógics:
- Secció Thamnacanthus (n = 12), que inclou les especies pertanyents al genere
Phonus (López González, 1990) i ja ratificades amb la filogénia de la regió ITS (Figs.
29-31 ).
- Secció Carthamus (n = 12).
- Secció Odontagnathius (n = 10), que inclou Carthamus dentatus amb totes les seves
subesp écies.
- Secció Lepidopappus (n = 10), que inclou tota la resta d'espécies n = 10 i
Carthamus nitidus (n = 12), donada la seva similitud morfológica amb C.
leucocaulos.
- Secció Atractylis (n = 11,22 i 32).
La posició filogenética de la secció Carthamus i del genere Phonus ja ha quedat bastant
ac1arida amb l'estudi de la regió ITS (Figs. 29 - 31). Les seccions objecte del nostre estudi
han estat les 11, 111 i IV, seguint la c1assificació d' Ashri & Knowles (1960) o les seccions
Odontagnathius, Lepidopappus i Atractylis, seguint la c1assificació de Hanelt (1963). Els
nostres resultats utilitzant els marcadors RAPD permeten deduir, per un costat, que dividir les
especies de Carthamus n = lOen dues seccions, sect. Odontagnathius i sect. Lepidopappus
(Hanelt, 1963), no té molt sentit,ja que tant en el dendrograma UPGMA, en l'análisi de pca
seccions:
i en el filograma NJ (Figs. 32 - 36) trobem les especies de les diferents seccions barrejades
dins un mateix conglomerat. Aquesta idea ja havia estat apuntada per Schank & Knowles
(1964) i Estilai & Knowles (1978), a través d'estudis d'encreuament i hibridació d' especies
de les dues seccions, en trobar una elevada proporció d'aparellament deIs cromosomes en els
híbrids i, per tant, estretes relacions entre Carthamus dentatus i les altres especies de
Carthamus amb n = 10. Posteriorment, López González (1990) també ho recollí i unifica
totes les especies de Carthamus amb n = 10 dins la secció Odontagnathius.
Endemés, les especies de la secció Atractylis, Carthamus lanatus, C. creticus i C.
turkestanicus, especies poliploides, estan molt relacionades amb les especies de Carthamus n
= 10, tal com indicaven els estudis d'hibridació fets per Ashri & Knowles (1960), Harvey &
Knowles (1965) i Khidir & Knowles (1970b); i també ho ensenyen els diferents arbres
aconseguits amb l'an álisi deIs marcadors RAPD (Figs. 32 - 36), que mostren una gran
proximitat genética amb les especies de Carthamus amb n = 10, com ara C. leucocaulos i C.
glaucus subsp. glaucus.
En raó del que s'ha exposat anteriorment, es proposa la divisió del genere Carthamus en tres
(i) Secció Carthamus (n = 12) formada per les especies Carthamus curdicus, C.
gypsicola, C. oxyacantha, C. palestinus, C. persicus i C. tinctorius, tal com es defineix en la
filogénia de la regió ITS i que correspon amb la secció amb aquest nom definida per Hanelt
(1963) i López González (1990), a no ser que estudis posteriors amb més especies de la
secció i amb diferents técniques moleculars les separin com un genere diferent.
(ii) Secció monoespecífica formada per Carthamus nitidus (n = 12). A aquesta idea
donen suport els diferents estudis d'hibridació realitzats per Knowles & Schank (1964) i
Estilai & Knowles (1978) i els resultats de la filogénia basada en la seqüénciació deIs ITS, 00
aquesta especie quedava com a basal de la cIada formada per les especies de Carthamus amb
n = 10 (Figs. 29 - 31).
(iii) Secció formada per les especies de Carthamus amb n = 11 i n = 10 i les seves
especies poliploides [c. lanatus (n = 22) i C. creticus i C. turkestanicus (n = 32)], arnb el
suport cIar deIs estudis fets amb marcadors RAPD i els estudis d'hibridació i aparellament de
cromosomes realitzats per Schank & Knowles (1964), Harvey & Knowles (1965), Khidir &
Knowles (1970a, 1970b) i Estilai & Knowles (1976, 1978).
6. TECNICA DELS MARCADüRS RAPn~
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Atot aixo. es pot afegir que tant el color de la flor, color del pol-len, dels estams, no semblen
ser canlcters diferencials de secció sinó, més aviat, carácters diferencials d'espécie. El fet que
Carthamus divaricatus presenti flors de diferents colors (groc, porpra i blanc; Estilai &
I{nowles, 1976), dóna suport a aquesta idea.
Es pot conc1oure que la técnica dels marcadors RAPD ha resultat útil per al'estudi de les
divisions seccionals, específiques i subespecífiques en el genere Carthamus, malgrat les
diferents crítiques sobre la seva utilitat a causa de les imperfeccions que té el seu metode
(possible no homologia, no independencia i múltiples orígens de les bandes). No obstant
aixó, aquest metode té l'avantatge que en tractar alhora múltiples marcadors es minimitzen
les seves mancanees (Maguire et al., 1997). A més, en tot moment s 'ha intentat mantenir al
máxim un rigor i uniformitat en la part experimental, a fi d'evitar possibles errors que
augmentessin el possible biaix de les dades. Altrament, aquestes dades s'han assajat amb
diferents métodes d'análisi per assegurar la seva fiabilitat, i s'hi ha trobat un elevat grau de
concordanca entre els resultats obtinguts, tenint en compte que els tres metodes utilitzats
(UPGMA, PCO, NJ) tracten les dades de forma diferent. A més, aquesta técnica presenta una
elevada coincidencia amb els resultats obtinguts en els estudis d'hibridació i les dades
d'aparellament dels cromosomes dels híbrids entre les diferents especies (Schank &
Knowles, 1964; Harvey & Knowles, 1965; Khidir & Knowles, 1970a; 1970b; Estilai &
Knowles, 1976; 1978; Estilai, 1977).
Per altra costat, si comparem els resultats obtinguts amb la filogenia basada amb la regió ITS
i els resultats dels marcadors RAPD, veiem que no són contradictoris, sinó que treballen a
diferent nivell taxonómic, donada la diferent resolució que presenta cada t écnica molecular.
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7. ORIGEN DE CARTHAMUS CRETICUS I C.
TURKESTANICUS: EVIDENCIA MOLECULAR
INTRODUCCIÓ
Els al-lopoliploides són poliploides que s'han format a partir d'un procés d'hibridació
interespecífica i un doblament del nombre de cromosomes (si bé no necessáriament en aquest
ordre). Tradicionalment, la poliploídització s' entenia com un fet rar i aíllat, i els poliploides
eren considerats genéticament uniformes, amb molt poca capacitat adaptativa i amb una
tendencia final a la desaparició (Stebbins, 1971). Actualment, la poliploídització es percep
com un fet molt comú i que juga un paper molt important en l' evolució de les plantes
superiors (Soltis & Soltis, 1993; Leitch & Bennett, 1997). En els poliploides, especialment
els interespecífics, es troba un augment de 1'heterozigosi que comporta la capacitat de
formació de noves combinacions de gens i, per tant, aquests poliploides poden obtenir una
major capacitat d'adaptació que les especies parentals (Thompson & Lumaret, 1992;
Rieseberg, 1995): la hibridació pot donar un genotip nou que facilita la invasió d'hábitats i/o
l'ampliació de l'área de distribució, i pot ser un mecanisme important en l'evolució de les
plantes. En conseqüéncia, els hábitats artificials i pertorbats poden tenir importancia en
l'extensió deIs híbrids interespecífics (Mulligan & Moore, 1961; Abbott, 1992).
Carthamus creticus L. i Carthamus turkestanicus Popov són dues especies al-lopoliploides
sobre les quals s'han realitzat diferents estudis morfológics, citológics i experiments amb
encreuaments per avaluar-ne l'origen híbrid (Ashri & Knowles, 1960; Harvey & Knowles,
1965 i Khidir & Knowles, 1970a, 1970b). Posteriorment, s'han realitzat estudis amb
aHoenzims (Efron et al., 1973). Aquests estudis suggereixen la hipótesi que aquestes
especies són allopoliploides originades a partir de Carthamus lanatus L. (2n = 44) i C.
carácters fenotípics intermedis entre els presumptes pares.
reduída fertilitat.
leucocaulos Sibth. & Sm. (2n = 20) en el cas de C. creticus (2n = 64), i de C. lanatus (2
11 :::::
44) i C. glaucus M. Bieb subsp. glaucus (2n = 20) , en el cas de C. turkestanicus (2n :::::: 64).
S 'han apuntant un conjunt de criteris per a la identificació dels híbrids (Stace, 1989) e
, Orn
són:
segregació de carácters en la F2.
simpátria parental.
resíntesi artificial dels híbrids.
L 'existéncia de carácters fenotípics intermedis és considerat com el carácter principal per
formular una hip ótesi inicial d'hibridació, juntament amb l'ecologia, la historia i la geografia
de les diferents especies (Hawkins & Harris, 1998). No obstant aixó, el fet de l'existencia de
carácters intermedis dels híbrids respecte els pares és un concepte parcialment erroni, ja que
l 'expressió dels diferents carácters depén de la natura del control genétic d'aquests car ácters
en particular i de la seva interacció amb el medi (Rieseberg, 1995).
En els al-lopoliploides estudiats, pero, es troben cert nombre de car ácters morfológica
intermedis respecte les especies parentals, com poden ser la pubescencia i el port de la planta
i diferents carácters florals: la mida del capítol, la presencia de flors sacciformes, i el color de
la corol-la, de les anteres, de l'estil i del pol-len (Harvey & Knowles, 1965; Khidir &
Knowles, 1970a, 1970b). A més, les especies parentals comparteixen certa part de la seva
área de distribució (Figs. 37a-b), que és la zona on es creu que s'han originat els
al·lopoliploides.
L 'ús de diferents técniques moleculars de tipus organular, nuclear i/o genórnica per a l'estudi
dels híbrids s'ha incrementant en els últims temps, ja que permeten identificar les especies
progenitores dels al-Iopoliploides i documentar si han existit o no múltiples orígens en les
especies poliploides (Soltis et al., 1992) . A més , en realitzar estudis combinant diverses
t écniques moleculars, s 'afavoreix que els desavantatges d'una técnica puguin ser
contrarestats per l'ús de les altres tecniques (Reboud & Zeyl, 1994). Exemples d 'estudis
utilitzant la combinació de diverses técniques moleculars per a l 'estudi d'híbrids han estat en
Abies (Isoda et al., 2000b), Draba (Widmer & Baltisberger, 1999), Microseris (Roelofs et al.,
1997) i Saxifraga (Brochmann et al., 1996; 1998).
7. ORIGEN DE CARTHAMUS CRETICUS 1 C. TURKESTANIC~
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do, Figura 37. Mapa de distribució de les especies al-lopoliploides les especies presumptamentparentals. (a) Carthamus creticus; (b) Carthamus turkestanicus.
EIs gens cloroplástics són principalment d'heréncia uniparental, la materna en la rna,¡ .
:lona
d'angiospermes (Reboud & Zeyl, 1994) i, per tant, donen evidencia d'un sol progenitor de
I'espécie poliploide; en canvi , la majoria de marcadors RAPD són sobretot d'origen nuclear '
1,
igualment que els gens nuclears (regió ITS del DNA ribosómic nuclear), tindran herencia
biparental i, per tant , l' especie poliploide presentara additivitat dels dos genomes parentals.
La regió IrnL-IrnF del DNA cloroplástic esta formadaper l'intró tmi: (UAA), l'exó 3' IrnL, i
l'espaiador intergénic IrnL (UAA)-lrnF (GAA) (vegeu Fig. 38, Taberlet el al., 1991). Encara
que el DNA cloroplástic es caracteritza per tenir una baixa taxa de substitució, es tria aquesta
regió perqué és una de les que evoluciona més rápidament en relació amb altres regions del
genoma cloroplástic (Gielly & Taberlet, 1994), perqué s'ha usat amb éxit en estudis d'híbrids
en Asplenium (Vogel el al., 1998) i en estudis de relacions intraespecífics en Echium (Bohle
el al., 1994), Sedum (Mes & 't Hart, 1994; Kim el al., 1996a), Gentiana (Gielly el al., 1996),
Vicia (Fennell el al., 1998), i perqué, a més, s'ha trobat una elevada freqü éncia d'insercions-
delecions, a part de les substitucions (Kim el al., 1996a; McDade & Moody, 1999).
L'aplicació de les seqüéncies de la regió ITS del DNA ribosómic nuclear en l'estudi de
l'especiació dels al-lopoliploides pot ser complicada a causa del particular tipus d'evolució
que té la regió ITS (Wendel el al., 1995). L'evolució concertada provoca una
homogeneítzació de les múltiples copies de la regió ITS del DNA ribosómic nuclear, fent que
siguin tractades com si fossin una sola copia. Quan s'estudia aquesta regió, en alguns
al-lopoliploides s' observen les dues seqüéncies parentals, tal com s'ha observat en Draba
(Widmer & Baltisberger, 1999), Krigia (Kim & Jansen, 1994) i Paeonia (Sang el al., 1995a).
Aquest fet possiblement sigui a causa que en els al-Iopoliploides l' evolució concertada pot ser
menys efectiva ja que els loci es troben en cromosomes no homólegs i aixó provoca un
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alentiment de l'homogene'ització. A causa d'aquest retard, és d'esperar que els poliploides
continguin més polimorfismes que les especies diploides parentals (Campbell et al., 1997).
No obstant aix ó, altres vegades s'ha trobat una homogene'ització de les seqü éncies,
observant-se únicament una sola seqüéncia de la regió ITS del DNA ribosómic nuclear,
essent a vegades producte d'una aparent recombinació de les seqüencies parentals, com s'ha
observat en Microseris (Van Houten et al, 1993; Roelofs et al., 1997), o a vegades es trobá
solament la seqüéncia d'un sol progenitor, com és el cas de Gossypium (Wendel et al., 1995)
o de Saxifraga (Brochmann et al., 1996).
Els marcadors RAPD són básicament marcadors dominants (vegeu capítol 6), presenten
herencia mendeliana (Williams et al., 1990) i, alhora, donen un nombre elevat de marcadors
que permeten discriminar entre genotips molt próxims. En comparació amb els marcadors
morfológics, els marcadors moleculars presenten múltiples avantatges per al' estudi de
l'hibridació: (a) un ampli nombre de marcadors moleculars independents útils per a I'análisi;
(b) en general, baixos nivells de variació molecular no hereditaria; i (e) presenten
adaptabilitat neutra, és a dir, no estan inf1uenciats per l'ambient i, per tant, no tenen els
problemes associats a la plasticitat que es troba en e1s carácters fenotípics (Rieseberg &
Ellstrand, 1993).
S'ha observat que totes les especies d'origen híbrid presenten una additivitat total o una
additivitat parcial deIs marcadors RAPD paterns (Smith et al., 1996), de manera que, donada
aquesta característica, es pot discriminar entre una hibridació interespecífica de la hip ótesi
alternativa, és a dir, que s'hagin originat a partir d'un avantpassat comú (Rieseberg et al.,
1990; Rieseberg & Brunsfe1d, 1992). Per aixó, aquests marcadors han estat una bona eina
tant per a la identificació deIs híbrids interespecífics (Dawson et al., 1996; Neuffer et al.,
1999) com per a I'estudi de I'origen d'espécies poliploides, com per exemple en Allium
(Friesen et al., 1997, 1999), Anthrotaxis (Isoda et al., 2000a), Cyrtandra (Smith et al., 1996),
Eucalyptus (Rossetto et al., 1997), Margyracaena (Crawford el al., 1993), Nuphar (Padgett
et al., 1998), Paulownia (Wang et al., 1994), Rhizophora (Parani et al., 1997), Syringa
(Marsolais et al., 1993) i Thypha (Kuehn et al., 1999), entre molts altres.
En el nostre cas, el fet que Carthamus lanatus (especie presumiblement parental deIs dos
híbrids) sigui una especie poliploide (autopoliploide o al-Iopoliploide) d' origen desconegut
pot dificultar aquest estudio Per aixó, s 'ha integrat la informació obtinguda a partir de
OBJECTIUS DE L'ESTUDI
MATERIAL 1 METODES
En el present estudi s'usaren diversos tipus de dades moleculars per:
(i) comprovar la hipótesi de l'origen al-lopoliploide de Carthamus creticus C.
turkestanicus.
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seqüéncies de la regió del DNA cloroplástic (regió trnL-trnF), seqüéncies del DNA nuclear
(regió 1T8 del DNA ribosómic nuclear) i marcadors genómics (marcadors RAPD) per
reexaminar la hipótesi de l'origen de Carthamus creticus i C. turkestanicus.
(ii) establir quin tipus de dades moleculars donava més informació per deduir l'origen
d'aquestes especies.
(iii) discernir si els resultats obtinguts suggenen un origen simple o múltiple
d'aquestes especies poliploides.
Material utilitzat
Per a aquest estudi s'utilitzaren una o dues poblacions de les següents especies: Carthamus
creticus, C. glaucus subsp. glaucus, C. lana tus, C. leucocaulos i C. turkestanicus. La seva
procedencia i la técnica utilitzada en cada una es troba detallada a la Taula 13. El DNA
gen ómic s'extragué de material d'herbari o de material frese. Per a l'estudi de la regió 1T8
del DNA ribos ómic nuclear s'utilitzaren totes les seqüéncies de Carthamus estudiades en el
capítol5.
11
Metodes moleculars
(a) Estudi de la regió ITS. S'utilitzaren les seqüencies de la regió 1T8 del DNA ribosomic
nuclear de les cinc especies objecte d'estudi (vegeu capítol 5). Es compararen les seves
seqüéncies i es busca si es trobava additivitat en les especies poliploides i les especies
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presumiblement parentals. Es tingueren en compte les bases que es trobaren en una sola de
les especies parentals i en l'especie híbrida, o les que es trobaren solament en l' especie
d'origen híbrido
Donat que en el capítol S no s'usaren les seq üéncies de la regió ITS de les especies de
Carthamus híbrides (c. creticus, C. lanatus i C. turkestanicus), es realitzaren diverses
analisis estadístiques per observar com s'agrupaven les diferents especies híbrides i les
parentals. Per aquest fi, s 'usaren com a grup intem totes les especies del genere Carthamus, i
corn a grup extem Femeniasia balearica (J. J. Rodr.) Susanna i Carduncellus mareoticus
(Delile) Hanelt. La matriu final construida amb totes aquestes seqüéncies s 'utilitzá per
realitzar les següents análisis estadístiques:
(i) L'análísí més parsimoniosa (MP). Aquesta análisi es realitzá de forma similar a
la descrita en el capítol S. Es codificaren les insercions/delecions com a cinquena base donat
el baix nombre de car ácters informatius que es trobaren. S'usa el programa PAUP version
4.0b (Swofford, 1998) , la parsimonia de Fitch per realitzar les recerques heurístiques, i amb
les opcions ACCTRAN, MULPARS i TBR "branch-swapping" en funcionament. Es
realitzaren 100 repeticions amb addició de táxon a l'atzar (vegeu capítol S). Es busca l'arbre
de consens estricte i es realitzá I'análisi de bootstrap; en aquest cas, es pogué fer de forma
directa, amb 100 repeticions.
(H) Análísl Neighbor-Joining (NJ). L'análisi NJ es porta a terme amb l'opció
NEIGHBOR-JOINING del programa PAUP version 4.0b (Swofford, 1998). Les distancies es
calcularen amb el coeficient "p" no corregit (vegeu capítol S). Es realitzá també l'análisi de
bootstrap amb 100 repeticions.
(b) Estudi de la regió trnL-trnF. L'extracció del material genómic es féu seguint el metode
de Cullings (1992). L 'amplificació i la seqüénciació de la regió trnL-trnF del DNA
cloroplástic es féu per la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) usant els encebador "e"
(S'-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3 ') i "f' (S'-ATTTGAACTGGTGACACGA G-3')
descrits per Taberlet et al. (1991).
Les amplificacions del DNA es realitzaren en 100 ,.il de reacció que contenia:
- 49 JlI d'aigua estéril.
Taula 13. Llista d'espé cies i localitats de les poblacions usades i la técnica molecular emprada .
Especie Localitat ITS trnL RAPD
Carthamus creticus L. Egipte, Alexandria: a la vora d'El Am iriya, al costat de la fabrica de macarrons, Susanna 1851 i XVilatersana, 07.06.1998 (BC).
Carthamus creticus L. Marroc, Al-Hoceima: entre Tiztoutine i Al-Hoceima, km 417 carretera de Nador a Al-Hoceima, X X XGarnatje, Susanna 1772 i Vilate rsana, 15.06 .1997 (BC) .
Carthamus g /aucus M. Bieb. Armenia, Ekhegnadzor: próxim al poble d'Agarakadzor, Fajvush, Gabrielyan, Garcia-Jacas, X X X
subsp. glaucus Guara, Hovannisyan, Susanna 1551 . Tamanyan i Valles 20.08.1995 (BC).
Carthamus glau cus M. Bieb. Iran, Azarbayjan-e-Shargui: pr óxim a Tatar, granja de galIs dind i i centre de recerca, Garcia- X
subsp . gla ucus Jacas. Mozaffarian, Susanna 1678 i Valles , 07.08 .1996 (BC).
Carthamus lanatus L. Espanya, M álaga : entre Alozaina i Ronda, Garcia-Jacas, Julia, J. Monts errat 1815, Susanna & XVeny. 03.07.1988 (BC).
Carthamus lanatus L. Esp anya, Toledo: al costat d'Ontígola, Garcia-Jacas, Susanna 1605 i Vilatersana, 22.06.1996 X(BC) .
Carthamus lanatu s L. Espanya, Málaga: prop d'Antequera , venint de Granada, al peu de la Peña de los Enamorados, XGarcia-Jacas, Susanna 1609 i Vilatersana, 23.06.1996 (BC) .
Carthamus lanatus L. Gre cia , Creta, Réthyrnnon: entre la carretera N-77 i la necrópoli Minois, Vilatersana 27, X07.07.1996 (BC) .
Carthamus /eucocau/os Sibth. Grecia, Creta, Khaniá: base de Moni Hrissoskalitissas, Vilatersana 40, 11.07.1996 (BC). X X X&Sm.
Carthamus turkestanicus Armenia, Ararat: prop de Surenavan, seguint la conducció d 'aigua, a 1 km de la carretera, Fajvush,
Popov Gabrielyan, Garcia-Jacas, Guara, Hovannisyan, Susanna 1532, Tamanyan i Valles 19.08.1995 X X X
(BC) .
Carthamus turkestan icus Iran, Azarbayjan-e-Shargui: 35 km de Tabriz, en la carretera a Ahar, Garcia-Jacas, Mozaffarian, XPopov Susanna 1656 i Valles, 05 .08.1996 (BC).
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- 10 111 de tampó [160 mM (NH4)2S04, 670 mM Tris-Cl (pH 8,8 a 25°C), 0,1%
Tween-20 (Eeogen, S. R. L., Barcelona)].
- 0,8 111 d'una barreja 0,4 mM de cada nucleótid: dATP, dCTP, dGTP 1 dTTP
(Promega Corporation, Madison, WI).
- 5 111 de 50 mM MgCh (Eeogen).
- 5 111 de 5 pmol/ul de cada un dels eneebador.s: "e" i "f'.
- 10 111 de DNA diluít, proeedent de l'extraeeió.
Les reaeeions es posaren en tubs de 0,2 ml i s'hi afegiren dues gotes d'oli mineral per tal
d'evitar l'evaporaeió dels produetes de reaeeió durant l'amplifieaeió del DNA. EIs tubs es
eol'loearen en un termoeiclador MJ Researeh PTC 100 amb el següent programa:
- Pas 1: 1 minut 35 segons a 95°C per desnaturalitzar el DNA.
- Pas 2: temps indefinit a 80°C. Quan el termoeiclador arriba a aquesta temperatura es
posaren 0,1 111 de 5 U/1l1 de Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerasa (Eeogen).
- Pas 3: 1 minut a 93°C.
- Pas 4: 1 minut a 50°C per anellar l'eneebador.
- Pas 5: 1 minut a 72°C per a l'elongaeió de la Taq DNA polimerasa i la ineorporaeió
dels nucleótids.
- Pas 6: tomar 33 vegades al pas 3.
- Pas 7: 10 minuts a 72°C per a l'elongaeió dels produetes amplifieats.
- Pas 8: temps indefinit a 4°C per a la refrigeració de les mostres.
La visualitzaeió dels produetes d'amplifieaeió es féu de la mateixa manera que en la
seqüeneiaeió de la regió ITS.
EIs produetes de la PCR foren purifieats amb "QIAquiek PCR purifieation kit" (Qiagen Ine.,
Valencia, USA). El protoeol de la purifieaeió i posterior visualitzaeió dels produetes
purifieats es féu de la mateixa manera que en la seqüeneiaeió de la regió ITS del DNA
ribosómic nuclear (vegeu eapítol 5).
EIs produetes proeedents de la purifieaeió foren seqüeneiats usant "ABI PRISM™ BigDye
Terminator Cycle Sequeneing Ready Reaetion Kit version 2.0" (Perkin-Elmer Ine., Foster
City, USA).
Les seqüeneiaeions del DNA es realitzaren en 20 111 de reaeeió que eontenia:
- 4 111 de "Terminator Ready Reaetion Mix" (Perkin-Elmer).
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- 4 - 6 111 del DNA proeedent de la purifieaeió. La quantitat de DNA s'ajusta segons
la intensitat de la banda del gel de eomprovaeió de la purifieaeió.
- 1 111 de 5 pmol/ul d'eneebador.
- 9 - 11111 d'aigua estéril, fins arribar a la quantitat de reaeeió.
Les reaeeions es posaren en tubs de 0,2 ml i s'hi afegí una gota d 'oli mineral. Els tubs es
col-locaren en un termoeiclador MI Researeh PTC 100 amb el següent programa:
- Pas 1: 1 minut a 96°C per desnaturalítzar el DNA.
- Pas 2: 2 minuts a 96°C.
- Pas 3: 15 segons a 50°C per anellar l'eneebador.
- Pas 4: 4 minuts a 60°C per a l'elongaeió de la Taq DNA polimerasa i la ineorporaci6
deIs nucleótids.
- Pas 5: tomar 29 vegades al pas 2.
- Pas 6: temps indefinit a 4°C per a la refrigeraeió de les mostres.
Els eneebadors utilítzats en la reaeeió de seqüeneiaeió foren l' eneebador "e" eom a
eneebador direete; i els eneebadors "f' i "d" (5 '-GGGGATAGAGGGACTTGAAC- 3';
deserits per Taberlet et al., 1991) eom a eneebadors inversos.
Els produetes obtinguts en la seqüeneiaeió es rentaren per preeipitaeió amb etanol d'acord
amb les espeeifieaeions del fabrieant, que foren les següents:
En un tub "eppendorf' s'introdurren 62,5 111 d'etanol de 96%, 17,5 111 d'aigua destil-lada i els
20 111 deIs produetes de la reaeeió de seqüeneiaeió. Abans d'afegir en el tub els produetes de
reaeeió, es feren rodar sobre un tros de "Parafilm" per treure les traces d' olí que podien tenir.
Es barrejá bé i es deixá precipitar durant 15 minuts a temperatura ambient i se centrifuga
durant 20 minuts a 14000 rpm. S'eliminá la solucíó d'etanol amb una pipeta Pasteur i s'hi
afegiren 200 111 d'etanol de 70%. Se centrifuga durant 5 minuts a 14000 rpm. S'elimina
l'etanol de 70% i el sediment es deixá asseear al buit durant un mínim de 30 minuts. El DNA
es guarda al congelador a -20°C.
La seqüeneiaeió de nucleótids es féu en els Serveis Científieo-Técnics de la Universitat de
Barcelona en un "ABI 377 Automated DNA sequeneer" (Perkin-Elmer).
Per a l'edieió de les seqüencies s'us á el programa Chromas 1.56 (Teehnelysium Pty Ud.,
He1envale, Australia); l'alineaeió de les seqüéncies es féu ama, i es compararen les
seqüéncies entre si.
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(e) Marcadors RAPD. S'utilitzaren els marcadors RAPD originats a partir dels nou
encebadors estudiats en el capítol 6 (Annex 4), corresponents a les cinc especies objecte
d'estudi (Carthamus creticus, C. glaucus subsp. glaucus, C. lanatus, C. leucocaulos i C.
turkestanicus). Les bandes que es trobaren en les especies al-lopoliploides foren considerades
coro (1) comunes amb els dos presumptes pares, (2) compartides amb un dels presumptes
pares, i (3) bandes úniques en I'al-lopoliploide.
Les bandes no clares, és a dir, d'amplificació dubtosa, no s'usaren en aquesta análisi, com
tampoc les bandes que es trobaren solament en algun individu de les diferents poblacions; en
aquest darrer cas, perqué l'objectiu no era fer un estudi de la variabilitat específica
(interpoblacional i/o intrapoblacional) i, a més, el polimorfisme en les especies parentals
podia afectar la interpretació dels híbrids (Smith et al., 1996). En conseqüéncia, de cada
població es tragué el patró de bandes més estés que es trobá en el mostratge fet (cinc
individus per població).
Pel fet que les especies d'origen híbrid es caracteritzen per presentar patrons additius o
parcialment additius dels genomes nuclears de les dues especies parentals (Smith et al.,
1996), es calcula aquesta additivitat amb el percentatge de bandes presents en
l'al-lopoliploide que eren compartides per cada una de les presumptes especies parentals
respecte el total del nombre de bandes trobades en l'al·lopoliploide. A més, es calcula el
percentatge de bandes de l'al-lopoliploide comunes a les dues especies parentals i el
percentatge de bandes exclusives de les especies al-lopoliploides, Aquesta additivitat es
calcula amb totes les combinacions de les poblacions de les especies parentals i les
poblacions de les especies híbrides estudiades, ja que no se sabia quines poblacions parentals
havien intervingut en la formació deIs al·lopoliploides.
Per altre costat, per examinar la possibilitat que les bandes comunes trobades entre les
especies poliploides i les especies parentals fossin el resultat de I'existéncia d'un avantpassat
comú en lloc de ser el resultat de la hibridació, es calcula el percentatge d'additivitat existent
quan els presumptes pares eren considerats com híbrids i les especies híbrides com especies
parentals. Si les bandes obtingudes entre els híbrids i els pares fossin a causa de l' existencia
d'un avantpassat comú, en fer aquesta análisi no s'hauria de trobar una disminució de
RESULTATS
Regió ITS del DNA ríbosómíc nuclear
Quan es compararen les seqüéncies de la regió ITS de Carthamus creticus amb les de C.
lanatus i C. leucocaulos (Taula 14), es trobá que les seqüéncies de C. creticus diferien en 9
posicions: 4 canvis eren compartits per C. creticus i C. lanatus, 3 canvis eren compartits per
C. creticus i C. leucocaulos i 2 canvis eren exclusius de C. creticus.
Quan es compararen les seqüencies d'aquesta regió de Carthamus turkestanicus amb les de
C. lanatus i C. glaucus subsp. glaucus (Taula 14) es trobá que les seqü éncies de C.
turkestanicus diferien en 14 posicions: 3 canvis eren compartits per C. tukestanicus i C.
lanatus, 5 canvis eren compartits per C. turkestanicus i C. glaucus subsp. glaucus, i 6 canvis
eren exclusius de C. turkestanicus.
A més, les dues especies híbrides presentaren 5 llocs polimórfics cadascuna (Taula 14), pero
en cap cas es mostrá additivitat de les seqüencies parentals, ja que els dos presumptes
l'additivitat, mentre que si fos a causa de la hibridació, s'hauria de trobar un augment de les
bandes exclusives a expenses d'un decreixement de l'additivitat (Smith et al., 1996).
Es calcula, també, la similitud genética trobada entre les especies aHopoliploides i les
especies parentals; procediment usual en l'estudi dels al-lopoliploides amb marcadors
nuclears, com els RAPD (Esselman & Crawford, 1997; Rossetto et al., 1997; Isoda et al.,
2000a). Aquesta mesura va de zero (quan no hi ha bandes en comú) a la unitat (quan els
patrons de bandes són identics). Aquesta similitud es basa en la idea que bandes (marcadors)
en una mateixa posició són comunes per a un mateix llinatge (Bachmann, 1997). Pel que fa a
la similitud genética dins una especie, generalment és un valor gran, mentre que entre
especies aquest valor és menor. Com que el genoma nuclear d'un híbrid s'hereta de forma
igual per les dues especies parentals, és d'esperar que aquest valor de similitud mostri un
valor intermedi entre el valor intraespecífic i interespecífic (Isoda et al., 2000b). Els valors de
la similitud genética s'han pres de la matriu de similitud genética originada a partir del
coeficient Dice (vegeu capítol 6).
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progenitors mostraven la mateixa base en aquestes posicions de les seqüéncies, Aquests
polimorfismes semblen ser més a causa d'artefactes de seqüenciació (soroll), ja que la resta
de seqüi:mcies dels Carthamus estudiats (Annex 7) tampoc presentaren variació en aquesta
posició, és a dir, foren carácters no informatius.
Quan es compara la presencia de les bases exclusives de Carthamus creticus i/o de C.
turkestanicus amb la de la resta de seqüéncies de , la regió ITS (Annex 1), s'observá que
aquestes bases no es trobaven en cap més seqüéncia del genere Carthamus estudiades, a
excepció de dos canvis observats en C. turkestanicus: el canvi 27-ITS2, que es trobá en
Carthamus dentatus subsp. ruber, i el canvi 171-ITS2, que es trobá en les especies del genere
Carthamus pertanyents a la secció Carthamus.
L'análisi de les seqüéncies de la regió ITS del DNA ribosómic nuclear de les dues especies
al-lopoliploides ha demostrat que aquestes dues especies presenten una sola seqüéncia
d'aquesta regió i que pot ser producte d'una aparent recombinació de les seqüéncies
parentals.
Pel que fa a les análisis filogenétiques, l'alineament de les seqüencies de la regió ITS1 i ITS2
de les especies del genere Carthamus forma una matriu de 473 carácters (Annex 7).
D'aquests, 397 (83,93%) foren carácters constants, 45 (9,51 %) foren carácters variables pero
no informatius, i 31 (6,56%) foren carácters informatius, incloent les insercions/delecions.
L'análisi de parsimonia resultant dona 72 arbres més parsimoniosos, amb una llargada de 50
passos, amb un índex de consistencia (CI) de 0,679; un índex d'homoplásia (HI) de 0,321,
aquests dos índexs foren calculats excloent els carácters no informatius; i un índex de
retenció (RI) de 0,742. L'arbre de consens estricte es troba representat a la Fig. 39. En
aquesta análisi, queden agrupades Carthamus sect. Carthamus (c. gypsicola, C. oxyacantha i
C. tinctorius) amb la resta de Carthamus amb un valor de bootstrap del 89%. Les especies de
Carthamus sect. Carthamus es troben agrupades amb un valor de bootstrap del 100%. La
resta d' especies de Carthamus s'agrupen en una clada monofilética formada per dues
branques amb un suport de bootstrap del 70%: la primera formada per C. nitidus, com
especie germana de la resta d'espécies. Dins la segona clada, amb un bootstrap del 75%,
trobem les branques de C. dentatus subsp. ruber, C. glaucus subsp. glaucus, C. boissieri, C.
leucocaulos i C. tenuis col-lapsades, i una altra branca formada per C. turkestanicus com
Taula 14. Taula de bases variables de les seqüéncies ITS1 i ITS2. La numeració de les seqüencies
correspon a l'alineació resultant de l'Annex 6. Solament s'indiquen els nucleótids que difereixen en
les especies híbrides. De color vermell és marquen les bases compartides per una especie parental i de
color verd es marquen les bases exclusives de les especies híbrides
especie germana, amb un valor de bootstrap baix (62%), de C. lanatus i C. creticus, que
s'ajunten amb un bootstrap del 78%.
L'arbre resultant de l'análisi de Neighbor-Joining , usant el coeficient "p" no corregit, esta
representat a la Fig. 40, on es mostra la distancia relativa entre els diferents t áxons, En aquest
arbre s'observen dues branques ben diferenciades: Carthamus sect. Carthamus i la resta
d'especies del genere. Aquesta última branca es troba formada per dos conglomerats que
tenen com especie basal C. nitidus. El primer conglomerat esta format per C. creticus i C.
lanatus, mentre que l'altre conglomerat esta format per C. dentatus subsp. ruber per un
costat, C. glaucus subsp. glaucus i C. turkestanicus per un altre; i finalment per C. boissieri-
C. leucocaulos i C. tenuis per un altre costat.
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Base n" - ITS C. tllf'kestanicus C. glaucus C.lanatus C. lellcocaulos C. creticU;--
30 ITSl A A e --66 ITSl G G e/G
-70 ITSl G o Gff G G
-102 ITSl G G A -
131 ITSl e e T e T -
169 1181 G G e G o -
170 ITSl G e e -
181 ITSl A A NG -
184 ITSl e e e/G
202 ITSl e T e T e/G -
203 ITSl Gff G G· G NG -
224 ITSl T T G
3 ITS2 G T G
4 ITS2 G e o
20 ITS2 T e T
25 ITS2 T Off e
27 ITS2 G e e
33 ITS2 e/o G G
45 IT82 eff e e e Ne
49 ITS2 e/G e e
62 ITS2 T e e
112 ITS2 T e e
137 ITS2 o T G
156 ITS2 e e T e e
171 IT82 T e e
173 ITS2 A/C e e
175 IT82 T e e
178 ITS2 T T Aff
184 IT82 e A/C e
214 ITS2 T e e
Carduncellus mareoticus
Carthamus tinctorius
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Femeniasia balearica
Carthamus creticus
Carthamus gypsicola
Carthamus oxyacantha
Carthamus turkestanicus
Carthamus nitidus
Carthamus lanatus
Carthamus dentatus subsp. ruber
Carthamus glaucus subsp. glaucus
Carthamus boissieri
Carthamus leucocaulos
Carthamus tenuis
.-
75
70 78 I
62 I
89
100
Figura 39. Arbre de consens estricte deis 72 arbres més parsimoniosos (insercions/delecions
codificades com a cinquena base) originat a partir de les seqüéncies de la regió ITS. Llargada de
l'arbre: 50 passos. Índex de consistencia (el) = 0,679 i índex d'homoplásia (HI) = 0,321 excloent, en
els dos índexs, els carácters no informatius; índex de retenció (RI) = 0,742. El número de sobre les
branques és el valor del bootstrap.
Regió trnL-trnF del DNA cloroplástíc
La seqüéncia completa de la regió trnL-trnF, combinant l'intró trnL (UAA) i l'espaiador
intergénic trnL (UAA)-trnF (GAA), esta formada per 899 bp en les cinc especies estudiades;
entre elles no s'ha trobat cap inserció-deleció ni cap substitució de bases (Annex 8).
Marcadors RAPD
A la Taula 15 es fa el sumari del nombre de bandes RAPD obtingudes amb cadascun deIs 9
encebadors per a cada població de les especies poliploides i les especies presumptament
parentals. Un total de 139 marcadors RAPD s'han utilitzat per a aquest estudio Totes les
poblacions de les difererents especies han generat una mitjana de 8 - 9 marcadors per
encebador.
Cartharnus gypsicola
Cartharnus tinctorius100
Cartharnus lanatus
Cartharnus tenuis
Cartharnus creticus
Cartharnus nitidus
Cartharnus dentatus subsp. ruber
Cartharnus glaucus subsp. glaucus
Cartharnus turkestanicus
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53 Cartharnus leucocaulos
57
94
Cartharnus oxyacantha
1....- Carduncellus rnareoticus
r------------ Ferneniasia balearica
----- 5 canvis
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Quan es compararen les similituds genétiques obtingudes amb el coeficient Dice (Taula 16,
Annex 9), es trobá que les especies més próximes a Carthamus creticus eren C. leucocaulos
(similitud genética entre 0,690 i 0,722) i C. lanatus (similitud genética entre 0,681 i 0,750).
Quant a C. turkestanicus, les especies més próximes eren C. glaucus subsp. glaucus
(similitud genética entre 0,728 i 0,767) i C. lanatus (similitud genética entre 0,640 i 0,689).
Per contra, quan es compararen les especies que no intervenien en la formació deIs
al-lopoliploides, la similitud genética fou sempre menor que 0,60, mentre que si es
comparava la similitud gen ética deIs al-lopoliploides, C. creticus i C. turkestanicus, tenien
una distancia genética entre 0,615 i 0,676. És de suposar que aquesta elevada distancia
genética es deu al fet de tenir un progenitor comú (e. lanatus).
Quan es calcula l'additivitat de les bandes existent en C. creticus es trobá que entre un
44,44% i un 52,06% de les bandes presentaren additivitat d'alguna especie parental i que
entre un 47,22% i un 49,21% de les bandes eren comunes a les tres especies (vegeu Taula
Figura 40. Arbre de Neighbor-Joining originat a partir de les seqüéncies de la regió ITS mostrant les
distancies relatives entre les branques. El número de sobre les branques és el valor del bootstrap.
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N°bandes N° bandes N°bandes N° bandes N°bandes
C. leucocaulos C. creticus C. lanatus C. turkestanicus C. glaucus
V40 81772 81851 81609 V27 81532 81656 81551 81678
OPA 1 9 8 7 7 7 8 8 9 8
OPA3 10 9 9 10 10 12 12 11 11
OPAl3 8 9 7 10 8 6 7 8 8
OPA20 8 5 6 6 5 5 5 6 5
OPB7 10 7 8 11 12 11 10 12 10
OPB8 7 8 9 9 8 7 6 7 11
OPG2 9 7 10 10 10 10 10 6 8
OPJ5 5 8 6 8 8 9 9 9 7
OPJ9 12 11 11 10 10 10 10 10 8
TOTAL 78 72 73 81 78 78 77 78 76
Taula 15. Sumari del nombre de marcadors RAPD obtinguts per cada encebador utilitzat i per a cada població estudiada.
C. leucocaulos C. creticus C. creticus C. lanatus C. lanatus C. glaucus C. glaucus C. turkestanicus e .turkestanicus
V40 81772 81851 81609 V27 81551 81656 81532 81656
V40 0.993-1.000
81772 0.690-0.699 1.000
81851 0.717-0.722 0.892 1.000
81609 0.493-0.500 0.714-0.718 0.746-0.750 0.986-1.000
V27 0.517-0.525 0.681-0.700 0.714-0.733 0.863-0.884 0.971-1.000
81551 0.557-0.571 0.531-0.541 0.559-0.583 0.563-0.596 0.571-0.589 0.986-1.000
81656 0.517-0.541 0.503-0.517 0.571-0.585 0.561-0.575 0.555-0.591 0.884-0.911 0.972-1.000
81532 0.561-0.581 0.615-0.619 0.638-0 .643 0.640-0 .644 0.662-0.689 0.728-0.746 0.753-0.767 0.993-1.000
81678 0.589-0.593 0.638 0.676 0.662-0.666 0.657-0.680 0.733-0 .738 0.731-0 .753 0.946-0.953 1.000
Taula 16. Resum de les distancies genetiques obtingudes amb el coficient Dice entre les especies híbrides i les especies
pressumiblement parentals amb els marcadors RAPD.
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17). Pe1 que fa a C. turkestanicus, es trobá que presentava una additivitat entre un 45A5% i
un 50% d'alguna especie parental i que entre un 44,87% i un 50,69% de bandes
eren
comunes a les tres especies (vegeu Taules 18, 19). Alhora, es trobá un percentatge molt b .
alX
de bandes exclusives dels polip1oides: entre un 0% i un 8,34% en C. creticus, i entre Un
3,85% i un 6,49% en C. turkestanicus (vegeu Taules 17, 18, 19).
Quan es calcula l'additivitat existent en les especies parentals quan eren tractades com a
especies híbrides, es trobá un descens important de l'additivitat (vegeu Taula 20). Pel que fa
a les especies parentals de C. creticus, es trobá una additivitat entre un 26,92% i un 30,87%
en C. lanatus i entre un 28,2% i un 29,49% en C. leucocaulos. Pel que fa a les especies
parentals de C. turkestanicus, es trobá una additivitat entre un 28,2% i un 37,18% en C.
lanatus i entre un 34,21% i un 39,75% en C. glaucus subsp. glaucus. Alhora, es trobá un
increment important de les bandes exclusives en aquestes especies que oscil-lá entre l' 11,84%
i el 27,60%.
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C. creticus 81772
Marcadors trobats
Exclusius de C. creticus (S1772)
Compartits amb C. leucocaulos (V40)
Compartits amb C. lanatus (SI609)
Compartits amb C. leucocaulos (V40) i C. lanatus (S 1609)
C. creticus 81772
Marcadors trobats
Exclusius de C. creticus (S1772)
Compartits amb C. leucocaulos (V40)
Compartits amb C. lanatus (V27)
Compartits amb C. leucocaulos (V40) i C. lanatus (V27)
C. creticus 81851
Marcadors trobats
Exclusius de C. creticus (S 1851)
Compartits amb C. leucocaulos (V40)
Compartits amb C. lanatus (81609)
Compartits amb C. leucocaulos (V40) i C. lanatus (81609)
C. creticus 81851
Marcadors trobats
Exclusius de C. creticus (81851)
Compartits amb C. leucocaulos (V40)
Compartits amb C. lanatus (V27)
Compartits amb C. leucocaulos (V40) i C. lanatus (V27)
Percentatge (n)
2,78 (2)
22,22 (16)
27,78 (20)
47,22 (34)
Percentatge (n)
8,34 (6)
22,22 (16)
22,22 (16)
47,22 (34)
Percentatge (n)
0,00 (O)
24,66 (18)
27,40 (20)
47,94 (35)
Percentatge (n)
4,11 (3)
23,29 (17)
23,29 (17)
49,31 (36)
Taula 17. Percentatge dels marcadors RAPD detectats en les diferents poblacions de CarthamuS
creticus que comparteixen amb cada una de les pressumptes especies parentals o amb les dues. La
taula té en compte les diferents poblacions estudiades de cada especie; en) = nombre de bandes. _
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C. tlll'kestaf/iclIs 81532
Marcadorii trobats
EXclusius de C. turkestanicus (81532)
Compartits amb C. lanatus (81609)
Compartits amb C. glaucus (81551)
s ompartits amb C. lanatus (8 1609) i C. glaucus (81551)
C. turkestanicus 81532
~larcadors trobats
Exc1usiusde C. turkestanicus (81532)
Compartits amb C. lanatus (81609)
Compartits amb C. glaucus (81678)
Compartits amb C. lanatus (81609) i C. glaucus (81678)
C. turkestanicus 81532
Marcadors trobats
Exc1usiusde C. turkestanicus (81532)
Compartits amb C. lanatus (V27)
Compartits amb C. glaucus (81551)
Compartits amb C. lanatus (V27) i C. glaucus (8 1551)
C. turkestanicus 81532
Marcadors trobats
Exc1usius de C. turkestanicus (81532)
Compartits amb de C. lanatus (V27)
Compartits amb C. glaucus (81678)
Compartits amb C. lanatus (V27) i C. glaucus (81678)
C. turkestanicus 81656
Marcadors trobats
Exc1usius de C. turkestanicus (81656)
Compartits amb C. lanatus (81609)
Compartits amb C. glaucus (81551)
Compartits amb C. lanatus (81609) i C. glaucus (81551)
C. turkestanicus 81656
Marcadors trobats
Exc1usius de C. turkestanicus (81656)
Compartits amb C. lanatus (81609)
Compartits amb C. glaucus (81678)
Compartits amb C. lanatus (81 609) i C. glaucus (8 1678)
C. turkestanicus 81656
Marcadors
Exc1usius de C. turkestanicus (81656)
Compartits amb C. lanatus (V27)
Compartits amb C. glaucus (81551)
Compartits amb C. lanatus (V27) i C. glaucus (81551)
Pcrcentatge (n)
6,41 (5)
20,51 (16)
28,21 (22)
44,87 (35)
Percentatge (n)
5,13 (4)
17,95 (14)
29,49 (23)
47,43 (37)
Percentatge (n)
3,85 (3)
23,08 (18)
26,92 (21)
46,15 (36)
Percentatge (n)
3,85 (3)
19,23 (15)
26,92 (21)
50,00 (39)
Percentatge (n)
6,49 (5)
20,78 (16)
27,27 (21)
45,46 (35)
Percentatge (n)
6,50 (5)
18,18 (14)
27,27 (21)
48,05 (37)
Percentatge (n)
5,19 (4)
22,08 (17)
24,68 (19)
48,05 (37)
Taula 18. Percentatge dels marcadors RAPD detectats en les diferents poblacions de Carthamus
turkestanicus i que comparteixen amb cada una de les pressumptes especies parentals o amb les dues.
La taula té en compte les diferents poblacions estudiades de cada especie. especie; (n) = nombre de
bandes.
DISCUSSIÓ
Taula 19. Resum del percentatge dels marcadors RAPO trobats en Carthamus creticus i C.
turkestanicus i que comparteixen amb cada una de les pressumptes especies parentals o amb les dues.
EIs valors mostren els valors percentatge; (n) = nombre mínim i máxim de bandes.
5,19 (4)
19,48 (15)
24,68 (19)
50,65 (39)
Percentatge (n)
Percentatge (n)
0,00- 8,34 (0-6)
22,22-24,66 (16-18)
22,22-27,78 (16-20)
47,22-49 ,31 (34-36)
3,85-6,49 (3-5)
17,95-22,08 (14-17)
24,68-29,49 (19-23)
44,87-50,69 (35-39)
Percentatge (n)
7. ORIGEN DE CARTHAMUS CRETICUS 1 C. TURKESTANICUS
-----.:::.
C. turkestanicus 81656
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Marcadors
Exclusius de C. turkestanicus (SI656)
Compartits amb C. lanatus (V27)
Compartits amb C. glaucus (S1678)
Compartits amb C. lanatu s (V27) i C. glaucus (SI678)
Exclusius de C. creticus
Compartits amb C. leucocaulos
Compartits amb C. lanatus
Comparti ts amb C. leucocaulos i C. lanatus
C. turkestanicus
Marcadors trobats
C. creticus
Marcadors
Exclusius de C. turkestanicus
Compartits amb C. lanatus
Compartits amb C. glaucus
Compartits amb C. lanatus i C. glaucus
Taula 18 (continuació). Percentatge dels marcadors RAPD detectats en les diferents poblacions de
Carthamus turkestanicus i que comparteixen amb cada una de les pressumptes especies parentals o
amb les dues. La taula té en compte les diferents poblacions estudiades de cada especie. especie; (n) =
nombre de bandes.
Els resultats d'aquest estudi donen un fort suport a la teoria de la fonnació de Carthamus
creticus i C. turkestanicus donada per Ashri & Knowles (1960) , Harvey & Knowles (1965) i
Khidir & Knowles (1970a, 1970b), és a dir, que són al-lopoliploides originats a partir de C.
lanatus i C. leucocaulos en el cas de C. creticus, i de C. lanatus i C. glaucus subsp. glaucUS
en el cas de C. turkestanicus.
Tanmateix, no tots els estudis moleculars realitzats donen el mateix suport a aquesta teoria.
Per exemple, la seqüenciació de la regió trnL-trnF del DNA cloroplástic no dona cap
infonnació perqué no trobá cap diferencia en les seves seqüéncies entre les diferents especies
estudiades; aixó no és rar, s'ha trobat en altres generes com Hamamelis (Li et al., 1998) i ve
donat básicament per la baixa taxa de mutació que existeix en el DNA cloroplástic,
1
1
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C.lanatus
Marcadors trobats
Exc1usius de C. lanatus
Compartits amb C. leucocaulos
Compartits amb C. creticus
Compartits amb C. leucocaulos i C. creticus
C. leucocaulos
Marcadors trobats
Exc1usius de C. leucocaulos
Compartits amb C. creticus
Compartits amb C. lanatus
CompllI1 its amb C. creticus i C. lanatus
C. lanatus
Marcadors
Exc1usius de C. lanatus
Compartits amb C. turkestanicus
Compartits amb C. glaucus
Compartits amb C. turkestanicus i C. glaucus
C. glaucus
Marcadors
Exc1usius de C. glaucus
Compartits amb C. turkestanicus
Compartits amb C. lanatus
Compartits amb C. lanatus i C. turkestanicus
Percentatgc (n)
25,64-27,60 (20-22)
4,94-10,26 (4-8)
19,23-25,93 (15-21)
41,97-44,44 (34-37)
Percentatge (n)
24,36-26,92 (19-21)
20,51-23,08 (16-18)
5,13-8,98 (4-7)
43,59-47,44 (34-37)
Percentatge (n)
17,95-24,69 (14-20)
18,52-23,08 (15-18)
8,97-14,81 (7-12)
44,87-48,72 (35-38)
Percentatge (n)
11,84-17,10 (9-13)
21,79-26,92 (17-21)
7,89-16,67 (6-13)
46,16-50,00 (36-39)
Taula 20. Resum del percentatge dels marcadors RAPD trobats en Carthamus lanatus, C.
leucocaulos i C. glaucus i que comparteixen amb les altres especies de l'estudi; (n) = nombre mínim i
máxim de bandes.
La regió ITS del DNA ribosórnic nuclear no dóna una forta evidencia de l' origen dels híbrids,
encara que no contradiu, en cap de les análisis fetes, la hipótesi inicial. Es trobá una
homogeneítzació de les seqüéncies de la regió ITS via evolució concertada, donant com a
resultat una sola seqüéncia d'aquesta regió que podria ser el producte de recombinació dels
productes parentals (Taula 14), i que, a més, presenta gran nombre de carácters únics
(autoapomorfies) possiblement causats a l'estabilització dels híbrids com a entitats
independents, acumulant canvis evolutius des de la seva formació (McDade, 1995). L'arbre
de consens estricte generat amb PAUP (Fig. 39) solament agrupa Carthamus lanatus amb C.
creticus amb un valor de bootstrap elevat (78%). En canvi, l'arbre de NI ens agrupa C.
turkestanicus amb C. glaucus sense valor de bootstrap, i C. lanatus amb C. creticus amb un
valor de bootstrap del 66%. McDade (1997) indica que en un 50% dels casos existeix aquesta
agrupació entre les especies parentals i les especies híbrides, tant usant parsimonia com NI
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(PAUP). A més, s'ha de tenir en compte que com a resultat de la hibridació es pot donar la
formació de grups no monofilétics, ja que una especie parental pot intervenir en diferents
processos d'hibridacions com és, en aquest cas, C. lanatus .
Pel que fa als marcadors RAPD, en les especies poliploides, es troba una alta additivitat de
les especies parentals (entre el 44,16% i el 52,06% del total de marcadors). S'ha de tenir en
compte que molts estudis solament comptabilitzen les bandes polimórfiques, tenint així com
a resultat un augment molt important de l'additivitat.
No obstant aixó, trobem un nombre variable de bandes exclusives (entre 0% i el 8,34%); que
poden estar originades per diverses causes:
(i) insuficient mostratge de les poblacions parentals, ja que altres poblacions són les
que han pogut intervenir en la formació de I'al-lopoliploide,
(ii) problemes en l'elecció dels RAPD com a marcadors genetics, Bowditch el al.
(1993) trobaren un petit percentatge de bandes que no són dominants, i Riedy et al.
(1992) descobrien un increment de bandes no parentals en la progenie, aspecte no
confirmat per altres estudis (Scott et al., 1992).
(iii) el fet que els poliploides presenten una rápida reorganització del genoma nuclear,
que varia en funció a l'origen parental de les seqüéncies de DNA (patem o matem) i
del tipus de seqüencia de DNA, repetitiu o no (Leitch & Bennet, 1997; Soltis & Soltis,
1999,2000). Així, quan l'híbrid s'ha estabilitzat com a especie pot patir un increment
de carácters únics, que l'ha fet divergir dels genomes parentals.
Es creu que la tercera causa descrita és la que ha intervingut en major proporció en la
formació de bandes exclusives, ja que la formació d'aquestes especies híbrides ha estat un
procés antic, tal com s' extreu del fet que solament es trobi una única seqüencia de la regió
ITS en 1'híbrid, i que són necessáries moltes generacions per aconseguir homogeneYtzar
completament la regió ITS via evolució concertada (Wendel et al., 1995; Brochmann el al.,
1996). Ajuda a mantenir aquesta idea el fet que el percentatge més elevat de bandes
exclusives deIs marcadors RAPD (8,34%) s'ha trobat en C. creticus (població S1772),
procedent de la part més occidental de la seva área de distribució (Marroc) quan es
combinava amb les especies parentals procedents de l'área d'origen de l'híbrid (Illes
Gregues).
________ 7_._0_RI_G_E_N_D_E_C_'A_R_T:_'H_"A_M_U._S_C_'RE_T:_1C_U._S_I_C_._T_U_RK._'--.::.E::..:ST::,:/l.:.:.:NICU.
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En l'actualitat esta fortament acceptat que la formació de la majona de les especies
poliploides no prové d'un succés aíllat, sinó que prové de múltiples successos (Soltis et al.,
1992; Soltis & Soltis, 1993) i que són bastant freqüents en híbrids d'ámplia distribució, com
és el cas de les especies estudiades (Soltis & Soltis, 1993). Aquestes múltiples formacions
farien introduir variabilitat interpoblacional en les especies al-lopoliploides (Brochmann et
al., 1996; Cook et al., 1998). No obstant aixó, en se~ la formació d'aquests al-lopoliploides un
succés antic, no es pot assegurar que la variabilitat trobada sigui a causa d'aquesta formació
repetida dels poliploides, o a I'existéncia de processos de mutació i/o recombinació haguts
després del succés d'hibridació, ja que els genomes nuc1ears poden haver canviat
considerablement des del seu origen o venir donada pel carácter colonitzador d'aquestes
especies (Barret & Shore, 1989). O a causa d'un conjunt dels diferents factors.
També s'ha observat que e1s al-lopoliploides estudiats presenten una additivitat més gran
d'un dels dos progenitors. L'espécie parental que aporta més additivitat dels marcadors
RAPD correspon al pare que comparteix una área més gran amb el táxon híbrid, com és el
cas de Carthamus lanatus respecte de e. creticus i e. glaucus subsp. glaucus respecte de e.
turkestanicus. Aquestes dues darreres especies s'han trobat convivint dins una població a
Armenia (Garcia-Jacas & Susanna, comunicació personal) i també aIran (Khidir & Knowles,
1970a). Aquest fet ja va ser comentat per Khidir & Knowles (1970b) i indicava que e.
lanatus contribuía al'expansió de e. creticus cap al'oest de la Mediterránia des del seu
centre de formació (Illes Gregues) i que e. glaucus subsp. glaucus contribuía al'expansió de
e. turkestanicus cap al Kashmir i l'oest del Pakistan des del seu lloc d'origen que seria a
l'oest de la mar Cáspia, zona on conviuen e. lanatus i e. glaucus subsp. glaucus (Hanelt,
1963).
Malgrat la diferencia del nombre cromosómic que provoca una isolació de les especies
híbrides en front de les especies parentals, Khidir & Knowles (1970a, 1970b) creuen que pot
existir un cert intercanvi de gens entre els genomes comuns de les especies parentals i els
híbrids. Aquest fet es fa palés amb la formació d'híbrids artificials en diferents experiments i
que els al-lopoliploides (e. creticus i e. turkestanicus) són de dificil diferenciació de e.
lanatus en les zones on conviuen, on solament es poden diferenciar básicament per carácters
fiorals com el color del pol-len, mentre que en zones allunyades on no conviuen són de més
fácil identificació.
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En conclusió, la hipótesi de l' origen deIs al-Iopoliploides C. creticus i C. turkestanicus es veu
refrendada molecularment per:
(i) marcada additivitat deIs marcadors RAPD parentals en les especies al'lopoliploides
i escasses bandes exclusives trobades.
(ii) increment de bandes exclusives dels marcadors RAPD i pérdua d'additivitat quan
les especies parentals són tractades com a híbrides.
(iii) similitud genética amb valor intermedi entre la similitud genética dins una
especie i la similitud genética entre especies.
(iv) posició de les especies híbrides en els arbres deIs marcadors RAPD (vegeu capítol
6), tant quan s'analitzen amb UPGMA (Fig. 32), pea (Fig. 35) o NJ (Fig. 36).
(v) posició de les especies híbrides en l'arbre de NJ (Fig. 40) en I'análisi de les
seqüéncies de la regió ITS, que és idéntic quant a les agrupacions entre les híbrids i
les especies parentals al generat amb UPGMA amb els marcadors RAPD (Fig. 32).
A part també pels carácters morfológics intermedis, la distribució simpátrica que presenten
les especies híbrides respecte les especies parentals i, en el cas de Carthamus creticus, la
formació d'híbrids artificials de morfologia similar a la d'origen natural.
En aquest estudi no s'ha trobat evidencia d'una formació repetida dels táxons
al-lopoliploides, principalment perqué es tracta d'un succés antic. Per contra, sí que s'ha
trobat que els marcadors moleculars RAPD són els que ens donen una major informació
sobre l'origen de les especies poliploides, tal com passava en Saxifraga (Brochmann et al.,
1996, 1998).
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8. CONCLUSIONS
1) Cap deIs carácters morfológics habitualment usats no permet, per si sol, diferenciar
els diversos generes del complex Carthamus-Carduncellus.
2) Els carácters morfológics primitius en relació amb la resta de Centaureinae, com
poden ser el fet que les plantes siguin espinoses, tenir el pericarp indiferenciat, etc., són
reversions de carácters i, per tant, no són útils per usar-los en la delimitació genérica del
complexo
3) Es defineix un nou tipus pol-línic: el tipus de pol-len Carthamus, tipus pol-línic
intermedi entre el tipus Centaurea centaurium i el tipus C. scabiosa. Aquest nou tipus és
present en tots els generes que formen el complexo
4) Es proposa un nou esquema d'evolució pol-línica de les Centaureinae, més d'acord
amb les análisis moleculars, que inclou el nou tipus pol-línic Carthamus.
5) La tendencia evolutiva del cariotip del genere Carduncellus es basa en la poliploidia;
mentre que dins el genere Carthamus es basa en la disploídia descendent a partir d'un
número cromosómic básic x = 12.
6) Dins el complex Carthamus-Carduncellus es diferencia el genere Phonus,
reinvindicat per López González (1990), que inclou P. arborescens i P. riphaeus. El genere
Carduncellus inclou C. fruticosus i C. mareoticus, tal com el definia Hanelt (1963). El genere
Lamottea no queda segregat com un genere diferent de Carduncellus en les análisis
realitzades.
8) El genere Femeniasia esta estretament relacionat amb el grup de Carduncellus,
especialment amb el genere Phonus, donant, no obstant, uns resultats ambigus. Malgrat tot,
queda cIar que pertany a un llinatge Íbero-nord-afric á,
8. CONCLUSIONS
---.....:.:::.
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7) Dins el complex Carthamus-Carduncellus es separen dos grans grups evolutius. Un
primer grup esta format per especies perennes i de distribució occidental, que inclou els
generes Carduncellus, Femeniasia i Phonus. El segon grup, format per especies anuals, és el
genere Carthamus, de distribució b ásicament oriental, a excepció de les especies d'origen
híbrid (e. creticus, e. lanatus i e. turkestanicus), que tenen una área de distribució major. La
filogenia molecular (regió ITS nrDNA) no ajunta aquests dos grups.
9) Segons l'evídencia molecular (seqüenciació de la regió ITS i marcadors RAPD), el
genere Carthamus queda dividit en tres seccions:
a. Secció Carthamus (x = 12).
b. Secció Nitidus [no descrita], que incIou únicament e. nitidus (x = 12).
c. Secció Atractylis, amb les seccions Atractylis, Lepidopappus i Odonthagnathius
(x = 11 ix = 12) en la delimitació de Hanelt (1963), on hi ha especies d'origen
híbrido
10) Les análisis moleculars donen suport a la teoria de l'origen al-lopoliploide de
Carthamus creticus, originat a partir de e. lanatus i e. leucocaulos; i de e. turkestanicus,
originat a partir de e. lanatus i e. glaucus subsp. glaucus.
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Annex 1. Alineament de les seqüéncies de la regió ITS del nrDNA.
Annex 2. Matriu de distancies de la regió IT81, comparant les seqüéncies dues a dues, entre
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Annex 1. Alineament de les seqüencies de la regió ITS del nrDNA. EIs codis ambigus usats són: K = G/T; M = A/C; R = A/G; S = C/G; W = A/T; Y =
CIT.
ITSl
F.balearica ?CGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCATAACCGG GTGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCAACGATGC TCGTTGGCAT GCGTGTAAGA 110
Cart.ruber TCGAAGCCTG C-?CA???G? ?CG?CCCGTG AACATGYAA- TCACAACCGG GCGTCGTGGG -ATTGGGTGT KAGCCTTAGC CCTACGATGC TCGT?GGCAT GCGTGC?AGG
Card.mitissimus TCGAAGCCTG C-ACAGCaGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.cuatrecasa TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GAGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTTAGC CCCACGATGC TCATCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.duvauxii TCGAAG?CTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACM?G GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.pomelianus T?GAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.calvus T?GAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTK AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT ?AGCCTKAGC CCTACGATGT TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.dianius TCGAAGCC?? C-ACAGCAGA ACGACCCGTR AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT KAGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.caeruleus TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTGAGC CCTAYGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Cart.arborescen T?GAAGCCTG C-?TAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCRRRACCGG GTGT?GTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCGYTGGCAT GCGTGTAAGG
Cart.gypsicola T?GAAGCCTG C-ACAGCAGA ACG?CCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGT?GTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCGC?GGCAT GCGTGCAAGG
Cart.riphaeus TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCTGTG AACATGTAA- TCAAAACCGG GTGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCGCTGGCAT GCGTGTAAGG
Card.fruticosus TCGAAGCCTG CAACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GATCCTTAGC CCTACGATGC TCACTGGCAT ACGTGCAAGG
'Cart.oxyacantha TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCKTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TTGTCGGCAT GCGTGCAAGG
Cart.glaucus ?CGAAG?CTG ?-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GCGTCGTGGG -ATTGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCGT?GGCAT GCGTGCAAGG
Cart.boissieri TC?AAGCCTG C-ACAGCRGA ACGACCCGT? AACATGTAA- TCACAACC?G GCGTCGTGGG -ATTGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCGTCGGCAT GC?TGCAAGG
Cart.tinctorius TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TTGTCGGCAT GCSTGCAAGG
Cart.leucocaulo TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GCGTCGTGGG -ATTGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCGTCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.hispanicus T?GAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACYGG GTGTYGTGGG -ATCGGGTGT KAGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.araneosus TCGARGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCYGTG AACATGTAA- TCACAACC?G GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.pinnatus TCGAAGCCT? C-ACAGCAGA ACGACCCGTg AACATGTAA- TCACAACCKG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCSTGCAAGG
Card.monspellie TCGAAGCCTG C-ACAGC?GA ACGACCCGTG AACATGT?A- TCACAACC?G GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT ?AGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGC?AGG
Card.eriocephal TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACMGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.helenioide TCGA?GCCTG C-MCAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCRG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTKAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Card.rhapontico TSGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTTAKC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Cart.tenuis T?G?AGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACC?G GCGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCGT?GGCAT GCGTGCAAGG
Cart.nitidus TCGa?GCCTG C-MCAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAAC??G GTGT?GTGGG -ATTAGGTGC GAGCCTTAKC CCTACGATGC TCGT?GGCGT GCGTGCAAGG
Card.mareoticus TCGAAGCC?G C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACMGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGT GAGCCTTAGC CCTACGATGC TCACCGGCAT GCGTGCAAGG
Cent.clementei ???????CTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCGGGTGA GAGCCTTAGT CCTGCGATGC TTGTCGACAT GCGTGCAAGG
Cent.toletana ?????GCCTG C-ACAGCA?A ACGACCTGTG AACATGTAA- TCACAACCGG GTGTCGTGGG -ATCAGGTGA GACCCTTAGT CCTGCGATGC TTGTCGACAT GCGTGCAAGG
Cent.americana TGCAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAAA TCACAACCTG GTGTCGTAGG -ATCGGGTGT GAGCCTGAGC CCTGCGATGC TCGTCGACAT GCGTGCAAGG
Cent.africana TCGAAGCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCATAACCGG GTGTTGTGGG GATTGGGTGT GAGCCTGAAC CtgTCGACAT GCGTGCAAGG TGCCTATCTT
Cent.dealbata ?????GCCTG C-ACAGCAGA ACGACCCGTG AACATGTAA- TCACAATCCG GTATCTCGGG -ATCGGGTGT GAGCCTGAGC CCTGCGATGC TCGTCGGCAT GCGTGCARGG
Acropt.repens ??GAAGCCTG C-ACAGCAGA ACRACCCGTG AACATGTAA- TCACAATAGG GTGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAGCCT-AGT CCTGCGATGC TCGTCGGCAC GCGTCCAAGG
Ch.arbutifolius TCGAAGCCTG C-ACAGCTAA ACGACCTGTG AACATGTAA- TCACAATTGG SCGTCGTGGG -ATTGGGTGT GAACCTGAGC CCTACGATGC TTGTCGGCAT GCGTGCAAGG
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Annex 1 (continuació). Alineament de les seqüencies de la regió ITS del nrDNA. BIs codis ambigus usats són: K = G/T; M = A/C; R = A1G; S = C/G; W
= A1T; Y = CIT.
F.balearica TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT 220
Cart.ruber TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTT
Card.mitissimus TGCCTATCTC TAGGCATCAT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTC
Card.cuatrecasa TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACACAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTT?
Card.duvauxii TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAY GTGCMAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.pomelianus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAG??A AA?AAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.calvus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAG?WA AACAAAACTT AA?AAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.dianius TGCCTATCTC TAGGCATCAT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACTAAACTT AAGAAGGGTG CGTSTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.caeruleus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCG--T TGCCTCGTTT
Cart.arborescen TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG CCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTC AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Cart.gypsicola TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTCGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTT CGTCTCGTGT TGCCCCGTTT
Cart.riphaeus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG CCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTC AAGAAGGGTG TGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.fruticosus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGATGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG C?TCTCGTGT TGCCTCGTTT
Cart.oxyacantha TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTCGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTT CGTCTCGTGT TGCCCCGTTT
Cart.glaucus TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGA?GGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTT
Cart.boissieri TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGA?GGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTT
Cart.tinctorius TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTCGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTT CGTCTCGTGT TGCCCCGTTT
Cart.leucocaulo TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTT
Card.hispanicus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGWA AACAAA?CTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTC
Card.araneosus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAWGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTC
Card.pinnatus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TYGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGATGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.monspellie TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TYGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Card.eriocephal TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCACGTGT TGCCTCGTTT
Card.helenioide TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTTGTGT TGCCTCGTTT
Card.rhapontico TGCCTATCTC TAGGCATYGT GGACGTTGTG TTGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAAYT? ARGARGG?TG CGTYTCGTGT TGCCTCGTTT
Cart.tenuis TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACTAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTT
Cart.nitidus TGCTTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGA?GGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTT
Card.mareoticus TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAWGGGTG CGTCTCGTGT TGCCTCGTTT
Cent.clementei TGCCTATCTC TAGGCGTCGT GGACGTTGTG TCGGCACATA AACAAACCCC CGGCACGCAT GTCGAAGGAA AACAAAACTT TAGAAGGGT? ??TCACGTGT TGTCCCGTTT
Cent.toletana TGCCTATCTC TAGGCGTCGT GGACGTTGTG TCGGCACATA AACAAACCCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCACGTGT TGTCCCGTTT
Cent.americana TGCCTATCTC TAGGCATCAC GGACGTTGTG TTGACACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTCGTGT TGCTCCGTTT
Cent.africana TAGGCATTGC GATGCTTCGT GGACGTTGTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAATTT AAGAAGGGTG CgTCTCGTGT TGTCCCGTTT I~Cent.dealbata TGCCTATCTC TAGGCATCGT GGGCGTAGTG TTGACACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACTT AAGAAGGGTG CGTCTTGTGT TGCCCCGTTTAcropt.repens TGCCTATCTT TAGGCATCGT CGATGTTTTG TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AGCAAAACTT AAGAAAGGTG CGTCTCGTGT TGTCCCGTTTCh.arbutifolius TGCCTATAAT TTGGCATCGT GGACGTTGTA TCGGCACAAA AACAAA-CCC CGGCACGCAT GTGCAAGGAA AACAAAACAT AAGAAGGGTG CTTCTCGTGT TGCATCGTTT ~
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Annex 1 (continuació). Alineament de les seqüencies de la regió ITS del nrDNA. EIs codis ambigus usats són: K = GIT; M = A/C ; R = A/G; S = C/G; W If;
= AIT; Y = CIT. O-
O
~
ITS2
tr:l-
F.balearica TCC?TGTGCA CACGGTTGTT GGCCTCTCAT TAACCA 256 ATCGCGTMGC CMMAGACCAT --CTCCC--A TGGGGAC-AC GTGTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC 70 ~
Cart.ruber TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-GA TGGGRAC--- GTGTTTGGTC TGGRACGRAG ACTGRTCTCC (1
Card.mitissimus TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGA?--- ??GTTTGGTT TGGGACGGAG ATTGGTCTCC >
Card.cuatrecasa ?CGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATMGYGTSGC CCCAGACCAT G--------- - - - - -- - - -- ---TTTGGTT TGGGACGGAG AATGGT?TCC t)
Card.duvauxii TCGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACTA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC tr:l
Card.pomelianus TCGATGWGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACTA AT??CGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC t""'
Card.calvus TCGATGWGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACTA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGRC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC (1
Card.dianius TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACTA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC O
Card.caeruleus TCGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACTA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGRTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~
Cart.arborescens TCGGTGTACA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-C TCCC-CA TGGGGACGAC GTGTTTGGTC TGGSACGGAG ACTGSTCTCC '"C
Cart.gypsicola TC?GTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCRC MCCAGACCAT GGCTACC-CA TGGGGAA--- GTGTTTGGTC TGGGACGAAG AGTGGTCTCC t""'tr:lCart.riphaeus TCGGTGTACA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGACGAC GTGTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Card .fruticosus TCGGTGTGCA CACGGGTTGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC
Cart.oxyacantha GCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAA--- GTGTTTGGTC TGGGACGAAG AGTGGTCTCC ~Cart.glaucus TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCTCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCKC-CA TGGGGAC - -- GTGTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Cart.boissieri TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGAACAC G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTT-TGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Cart.tinctorius ?CGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTACC-CA TGGGGAA--- GTGTTTGGTC TGGGACGAAG AGTGGTCTCC
Cart.leucocaulo TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCTCGTCGC CCCAGACCAC G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Card.hispanicus TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAG TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- --GTTTGGTT TGGGACGGAG ATTGGTCTCC
Card.araneosus TCTGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTYTCAT TAACCA ATYGCGTCGC CCCAGAYCAT ? -CTCCC-CA TGGGGAC--- --GTTTGGTT TGGGACGGAG ATTGGTCTCC ?;3Card.pinnatus TCGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATC??GTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CT TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG AATGGTCTCC I
Card.monspellie TCGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ?TCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ATTGGTCTCC ~Card.eriocephal TCGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACTA ATCGYGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC
Card.helenioide TCGATGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACT? ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Card.rhapontico TCGWTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTMAT TAACTA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG AATGGTCTCC
Cart.tenuis TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAY G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTGTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Cart.nitidus TMRGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCCCCA TAGGGAC--- --GTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCCCard.mareoticus TCGTTGTRCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCCCCA TGGGGAC--- GTGTTTGGTT TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ~Cent.clementei TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCATACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTTTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGGCTCC
Cent.toletana TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC -CA TGGGGAC-AT -TTTTTGGTC TGGGACGGAG ACTGGGCTCC t--<
Cent.americana TCGGTGTGCA CATGGGTCGT GACCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCC-CA TGGGGAT--- GTGTTTTGTC TGGGACGGAG ACTGGTCTCC ?;3
Cent.africana TCGGTGTGCA CATGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAC G-CTCCC-CA TGGGGAC--- GTTTTGCGTC TGGGACGGAG AATGGTCTCC
Cent.dealbata TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAC G-YTCCCCTA TGGGGAC--- GTGTTTCGTC TGGGACGGAG ATTGGTCTCC
Acropt.repens TCGGTGTGCA CACGGGTCGT GGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGT CCCAGACCAC G-CTCCC-CA TGGGGAT--- GTGTTTTGTC TGGGAC?GAG ACTGGTCTCC
Ch.arbutifolius TCGGTGTGCA CATGGGTTGT TGCCTCTCAT TAACCA ATCGCGTCGC CCCAGACCAT G-CTCCCTCA TGGGGAC--T -TGTTTTGTC TGG?ACGGAG ACTGGTCTCC
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Annex 1 (continuació). Alineament de les seqüéncies de la regió ITS del nrDNA. Els codis ambigus usats són: K = G/T; M = A/C; R = A/G; S = C/G; W
= A/T; Y = CIT.
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F.balearica CGTTCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGAAGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC 180
Cart.ruber CGTGCTCATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCG?ACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GRAATCGCTC
Card.mitissimus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.cuatrecasa CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCTGT CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.duvauxii CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGAYGCA CGGCTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.pomelianus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGASGCA CGGCTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATSGCTC
Card.calvus CGTGCGAATG GTGYGGTTGG CCTAAAAAGG AGWCCCCTTT GGTGGACGTA CGGCTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TTGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.dianius CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.caeruleus CGTGCTAATG GTGCGGTTGG CC?AAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Cart.arborescen CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCTCCTTT GGTGGA?GCA TGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG ?MAATCTSTC
Cart.gypsicola CGTGTCGATG GTGYGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTAAA GGACTTCGTA ACGAGACGTG TTGATGCTAG GGAATTGMTM
Cart.riphaeus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCTCCTTT GGTGRACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GAAATCTCTC
Card.fruticosus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCTCTTT GGCGGACGCA CGACTAGTGG TGGTT?TCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGTTGCTAG GGAATCGCTC
Cart.oxyacantha CGTGTCGATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCYTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTAAA GGACTTCGTA ACGAGCCGTG TTGATGCTAG GGAATTGCTC
Cart.glaucus CGTGCTCATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GTCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Cart.boissieri CGTGCTCACG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GGAATAGCTC
Cart.tinctorius CGTGTTGATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTAAA GGACTTCGTA ACGAGACGTG TTGATGCTAG GGAATTGCTC
Cart.leucocaulo CGTGCTCATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAG?CGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.hispanicus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.araneosus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.pinnatus CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTAGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.monspellie CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG CTGATGCTAG GGAAtcGCTC
Card.eriocephal CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGATGCA CGGCTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCKKCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.helenioide CGTGCYAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Card.rhapontico CGTGCCAATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCTAG GGAATCGCTC
Cart.tenuis CGTGCTCATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGGA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA YCGAGCCGTG CTGATGCTAG GGAAYCGCTC
Cart.nitidus CGTGCTGATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTTG GGAATCGCTC
Card.mareoticus CGTGCCAATG GTRCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTTTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCTC
Cent.clementei CGTGCTGATG GTCCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGATGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCAC
Cent.toletana CGTGCCGATG GTGCGGTTGT CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCTAG GGAATCGCAC
Cent.americana CTTGCCGTTG GTCCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGATGCA CGGCTATTGT TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG CTGATGCAAG GGATTTGCTC
Cent.africana CGTGCCGATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGTGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGCT GTAACGCAAG GGAAACGCTC
Cent.dealbata CGTGCCGATG GTGCGCTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTC GTGACGCAAG GGAATCGCTC /;Acrop.repens CG???GTACG GCATGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGGCGCA CGGCTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGCCGTG TTGATGCAAG GGATTCGCTCCh.arbutifolius CGTGCTGATG GTGCGGTTGG CCTAAAAAGG AGTCCCCTTT GGCGGACGCA CGACTAGTGG TGGTTGTCAA GGCCTTCGTA TCGAGTCGTG TTGATGCAAG GGAATTGCTC
2
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F .balearica TAYAAAGACC CTAATGTG- - GTC-TTACGA CGATGCTTCG A 221
Cart.ruber TCTAAAGASC CTAACGTGTC GTCTTTACGA CGATGCTTCG A
Card.mitissimus TCTAAAGACC CTAAWKKGTS GKC-TTATGA CGATGCTTCG A
Card.cuatrecasa TTTAAAGA?C CTTATGTG-- GTC-TTACGA YGATGCTTCG A
Card.duvauxii TCTAATGACC CAAATGTGT? GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.pomelianus TCTAATGAGC CAAATGTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG R
Card.calvus TCTAATGACC CAAATGTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.dianius TCTAATGACC CATATKTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.caeruleus TCTAATGACC CAAATGTG- - GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cart.arborescen TTTAAAGACC CTAATGTG?- GTC-TTGCGA CGATGCTTCG A
Cart.gypsicola TMTAAAGAGC CTAACGTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cart.riphaeus TTTAAAGACC CTAATGTGT- GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.fruticosus TCTAAAGACC CTAATGTG?C GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cart.oxyacantha TCTAAAGACC CTAACGTG-- GTC-TTACGA CGATGCTTCG ?
Cart.glaucus TCTAAAGAMC CTAACGTGTC GTCTTTACGA CGATGCTTCG A
Cart.boissieri TCTAAASACC CTAACGTGTC GTCTTTACGA CGATGCITCG A
Cart.tinctorius TCTAAAGACC CTAACGTGT- GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cart.leucocaulo TCTAAAGACC CTAACGTGTC GTCTTTACGA CGATGCTTCG A
Card.hispanicus TCTAAAGACC CTAATGTGT- GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.araneosus TCTAAAGACC CTAATGTG-C GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.pinnatus TCTAAAGACC CTAATGTG- C GTC-TTACGA CGATGCTTCG ?
Card.monspellie TCTAAAGACC CTAATGTG-- GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card.eriocephal TCTA??GA?C SAAATGTGTC GTC-TTAC?? CGATGCTTCG A
Card.helenioide TCTAATGACC CAAATGTGTC GTC-TTACG? CGATGCTTCG A
Card.rhapontico TCTA?AGACC CAAATGTGCT GTC-TTACGA CCATGCTTC? A
Cart.tenuis TCTAAASACC CTAACGTGTC GTCTTTACGA CGATGCTTCG ?
Cart.nitidus TCTAAAGACC CTAACGTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Card .mareoticus TCTAAAGACC CTAATGTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cent . clementei TCTACAGACC CTAATGTGTC GTT-ATACGA CGACGCTTCG A
Cent .toletana TCTACAGACC CTAACGTGTC GTT-ATACGA CGACGCTTCG A
Cent.americana TCTAAAGACC CTAAYGTGT? GCC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cent.africana TCTAAAGACC CTAACGTGTC GTC-TTACGA CGATGCTTCG A
Cent.dealbata TCTAAAGACC CTAAYGTG?? ?---TTACGA CGATGCTTCG A
Acrop.repens TCTAAAGACC CTAATGTGTC GTC-TTAGGA CGATGCTTCG G
Ch.arbutifolius TCCAAAGATC CTAACGTGTC GTC-TTACAA CGATGCTTCG A
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Annex 1 (continuació). Alineament de les seqüéncies de la regió ITS del nrDNA. EIs codis ambigus usats són: K = GIT; M = AJC; R = AJG; S = C/G; W I~
= AIT; Y = CIT. ()
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Annex 2. Matriu de distancies de la regió IT81, comparant les seqüéncies dues a dues, entre les especies del complex Carthamus-Carduncellus i els grups externs. S'ha
obtingut calculant les insercions/delecions com a dades desconegudes. Ivtr:l
t'"""
-~
-~
o
-1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 O,
1 F baleariea - a
2 Cart ruber 0.049 - tr:l
3 Card mitissi 0.055 0.037 - @-4 Card euatree 0 .052 0 .038 0 .024
-
5 Card duvauxi 0 .056 0.042 0.020 0.024 - ~
6 Card pomelia 0 .056 0.042 0.020 0.024 0.000 o
7 Card ealvus 0 .060 0.046 0.024 0.028 0.004 0.004 - >-
8 Card dianius 0.064 0.045 0.015 0.036 0.012 0.012 0.016 - V9 Card eaerule 0 .060 0.046 0.024 0.028 0.004 0.004 0.004 0.016 - tr:l
10 Cart arbore 0 .044 0.041 0.044 0.053 0.049 0.049 0.053 0.053 0.053
- t'"""
11 Cart gypsie 0.048 0.020 0.032 0.045 0.036 0.036 0.040 0.040 0.040 0.040
- o
12 Cart riphae 0 .052 0.049 0.047 0.060 0.052 0.052 0.056 0.056 0.056 0 .012 0.044 - O
13 Card frutie 0 .056 0.045 0.027 0 .040 0.032 0.032 0.036 0 .0 36 0 .036 0.048 0 .04 0 0 .051 - z14 Cart oxyaea 0 .060 0.024 0.043 0 .044 0 .048 0.048 0.052 0.052 0 .052 0.052 0.011 0 .059 0.055 -
""C
15 Cart glaueu 0.049 0.000 0.036 0.037 0 .041 0.041 0.045 0 .045 0.045 0.041 0 .020 0 .049 0.045 0.024 h;16 Cart boissi 0 .052 0.000 0.035 0 .036 0 .040 0.040 0.044 0 .044 0 .044 0 .044 0.020 0 .051 0.048 0.024 0 .000
-
17 Cart tineto 0.056 0 .020 0.039 0.044 0 .044 0.044 0.048 0 .048 0.048 0.048 0.007 0.055 0 .052 0.000 0 .020 0.020 - >::
18 Cart leueoe 0 .052 0.000 0 .035 0.036 0 .040 0.040 0 .044 0.044 0 .044 0.044 0.020 0 .051 0 .047 0.023 0 .000 0 .000 0 .019 Q19 Card hispan 0.056 0.037 0.008 0.024 0 .020 0.020 0.024 0.024 0.02 4 0.044 0.032 0.04 8 0.027 0.044 0.037 0.036 0 .040
20 Card aranen 0.052 0.037 0.008 0.024 0 .020 0.020 0.024 0.024 0.024 0.045 0.028 0.044 0 .027 0.044 0.037 0.036 0.040 ~
21 Card pinnat 0.052 0.037 0.016 0 .020 0.008 0.008 0.012 0.020 0.012 0.045 0.032 0 .047 0.028 0.044 0.033 0 .032 0.040 ~22 Card monspe 0 .048 0.033 0.012 0 .016 0 .004 0.004 0.008 0.016 0.008 0.041 0.028 0.044 0.024 0.040 0.033 0.032 0.036 ~
23 Card erioee 0.055 0.041 0.019 0 .024 0.007 0.008 0.012 0.019 0.012 0.048 0.036 0.051 0.031 0.047 0.040 0.040 0.04 3 ~24 Card he1eni 0.060 0.037 0.024 0.028 0.004 0.003 0.007 0.016 0.004 0.053 0.040 0.056 0.036 0.051 0.036 0.036 0.048
25 Card rhapon 0.057 0.042 0.020 0.025 0.000 0.000 0.004 0.012 0 .004 0.045 0.037 0.048 0.032 0.049 0.042 0.040 0.045 ~
26 Cart tenuis 0 .052 0.004 0.040 0 .041 0.045 0.044 0.048 0 .048 0.049 0.044 0.024 0.052 0.048 0.028 0.004 0 .004 0.024 I
27 Cart nitidu 0 .057 0 .017 0.045 0.049 0.049 0.049 0.053 0.053 0.053 0 .049 0.028 0 .057 0 .053 0.032 0.016 0.016 0.028 Q
28 Card mareot 0 .048 0.033 0.011 0.020 0.012 0.012 0.016 0.020 0.016 0.036 0.028 0.040 0.024 0.040 0.033 0.032 0.036 ~29 Cent e1emen 0 .094 0.068 0.069 0 .074 0 .074 0.075 0.079 0 .079 0 .079 0 .087 0.066 0.090 0.082 0.061 0.066 0.067 0.058
30 Cent toleta 0 .093 0 .067 0 .068 0 .074 0 .074 0 .074 0 .078 0 .078 0 .078 0.086 0.069 0.085 0.077 0.064 0.066 0 .065 0 .061 ~31 Cent amerie 0.099 0 .074 0.067 0.080 0 .068 0.068 0 .068 0.068 0 .068 0.089 0.072 0.099 0 .087 0 .079 0 .073 0.065 0 .075
32 Cent afriea 0 .080 0 .061 0 .071 0 .076 0 .076 0.076 0.076 0 .080 0.072 0.073 0.060 0.083 0.083 0.059 0.060 0 .060 0 .056 ~33 Cent dealba 0.093 0.059 0 .069 0 .074 0.061 0.066 0.066 0 .070 0.061 0.086 0.065 0.093 0 . 081 0.068 0.057 0.053 0 .065
34 Aero repens 0.092 0.066 0 .076 0 .081 0 .077 0.081 0.085 0.085 0.081 0.085 0.069 0 .092 0.080 0.072 0.065 0. 065 0.069 ~
35 Chei arbuti 0 .112 0.087 0.099 0 .100 0.104 0.104 0.104 0.108 0 .100 0.109 0.100 0 .107 0.095 0.095 0.089 0.088 0 .092 ~
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Annex 2 (continuació). Matriu de distancies de la regió ITSl, comparant les seqüéncies dues a dues, entre les especies del complex Carthamus-Carduncellus i els grups
externs. S'ha obtingut calculant les insercions/delecions com a dades desconegudes.
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
18 Cart leucoc
19 Card hispan 0 .036
20 Card araneo 0. 036 0 .008
21 Card pinnat 0 . 03 6 0 .016 0.012
22 Card monspe 0 .032 0.012 0.012 0.004
23 Card erioce 0 .039 0.020 0.020 0.011 0.008
24 Card heleni 0.035 0.023 0.023 0.012 0.008 0.012
25 Card rhapon 0 .040 0 .020 0.020 0 .008 0.004 0.008 0.004
26 Cart tenuis 0 .004 0.040 0.040 0 .040 0.036 0 .044 0.040 0 .045
27 Cart nitidu 0.016 0.045 0.045 0.041 0.041 0.049 0 .044 0 .050 0 .020
28 Card mareot 0.032 0 .011 0.012 0.003 0.004 0.012 0.016 0.008 0 .036 0.041
29 Cent c1emen 0.066 0.070 0.070 0.070 0.067 0.065 0.078 0.075 0.070 0.071 0.066
30 Cent toleta 0.065 0.069 0.065 0.069 0.066 0.064 0.077 0.074 0.069 0.062 0.065 0.024
31 Cent americ 0.071 0.072 0.072 0.068 0.065 0 .079 0.072 0.069 0.068 0.077 0.071 0.082 0 .081
32 Cent africa 0 .059 0.068 0.071 0.071 0 .068 0 .075 0 .075 0.073 0 .063 0.064 0 .068 0.069 0.069 0.07.5
33 Cent dealba 0.056 0 .069 0.065 0 .065 0 .058 0 .073 0.057 0 .066 0.057 0.062 0 .065 0.090 0 .089 0.061 0.085
34 Acro repens 0.064 0.076 0.077 0 .077 0.073 0.076 0.085 0 .082 0 .069 0.069 0.069 0.082 0 .081 0.096 0 .072 0.085
35 Chei arbuti 0.087 0 .096 0.096 0 .099 0.093 0.103 0.104 0.105 0.092 0.101 0.096 0.127 0.114 0.123 0.099 0 .121 0.118
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Annex 3. Matriu de distancies de la regió ITS2, comparant les seqüéncies dues a dues, entre les especies del complex Carthamus-Carduncellus i els I ~grups externs. S'ha obtingut calculant les insercions/delecions com a dades desconegudes.
......
O-
O
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 ~1 F ba1earica - tr.l-
2 Cart ruber 0.029 - ~3 Card mitissi 0 .049 0 .052
- o4 Card cuatrec 0 .069 0 .075 0.036 - >5 Card duvauxi 0 .048 0.052 0.028 0.052 - t:j6 Card pome1ia 0.053 0.051 0.033 0 .052 0 .004 - tr.l7 Card ca1vus 0.063 0 .061 0.043 0.067 0 .014 0.019 - t""8 Card dianius 0 .058 0.060 0.028 0 .041 0 .009 0.014 0.023 - o9 Card caeru1e 0.053 0 .047 0.033 0.057 0.004 0.009 0 .014 0 .014 - O10 Cart arbore 0 .031 0 .048 0.057 0.073 0 .056 0.062 0 .071 0.066 0.061 - ~11 Cart gypsic 0 .078 0 .062 0.086 0 .105 0 .086 0.081 0.099 0.094 0.091 0.101 -
""O12 Cart riphae 0.033 0 .037 0.047 0 .062 0 .046 0.052 0.061 0.056 0.052 0.009 0.090
- t""13 Card frutic 0 .029 0.032 0.034 0.059 0.043 0.048 0 .057 0.042 0.047 0.047 0.081 0 .037 - tr.l
14 Cart oxyaca 0 .068 0 .052 0 .076 0.105 0 .076 0.081 0.090 0.085 0.080 0.085 0.015 0 .075 0 .066 - ><15 Cart g1aucu 0 .043 0.018 0 .061 0 .085 0 .061 0.061 0 .070 0 .069 0.056 0.061 0.081 0 .051 0 .042 0.066
- Q16 Cart boissi 0 .048 0.023 0.065 0.096 0 .066 0.070 0.075 0.074 0.061 0.065 0 .081 0.056 0 .046 0.066 0.032
-
17 Cart tincto 0 .081 0 .056 0.085 0 .109 0 .084 0.089 0.094 0.093 0 .080 0 .099 0 .009 0 .088 0 .080 0.014 0.070 0.070 - ~
18 Cart 1eucoc 0 .039 0 .013 0.052 0 .081 0 .052 0.052 0.061 0.061 0.047 0.056 0 .07 2 0 .046 0 .037 0.06'1 0.013 0.018 0.061 ~19 Card hispan 0 .044 0 .047 0.004 0.031 0 .023 0.028 0 .038 0.023 0.028 0 .052 0.086 0.042 0 .029 0.076 0.056 0.061 0.084 ~20 Card araneo 0 .044 0 .047 0.004 0 .031 0 .024 0.029 0 .038 0.023 0.028 0.053 0 .087 0 .043 0 .029 0.077 0.057 0.061 0 .086 ~21 Card pinnat 0 .058 0 .061 0.024 0 .036 0.028 0.033 0.043 0.028 0 .033 0.066 0.092 0.057 0 .043 0.081 0.066 0.075 0.090
22 Card monspe 0.043 0 .047 0.004 0.031 0.023 0.028 0 .038 0.023 0.028 0.051 0 .087 0.042 0.028 0.076 0.056 0.061 0.085 &323 Card erioce 0 .045 0 .052 0.029 0.053 0.000 0.004 0 .019 0.014 0.009 0.052 0 .084 0.048 0 .044 0.079 0.061 0.067 0.087 I
24 Card he1eni 0.049 0.046 0.028 0.052 0 .000 0.004 0 .014 0.009 0.000 0.057 0 .086 0.047 0 .043 0.077 0.055 0 .060 0.080 Q
25 Card rhapon 0 .058 0.070 0.032 0.041 0 .023 0.033 0.042 0.027 0.023 0.066 0 .100 0 .061 0.047 0.081 0.079 0.084 0.094 ~26 Cart tenuis 0.035 0.009 0.053 0.082 0 .053 0.058 0.058 0.062 0.048 0 .053 0 .073 0.043 0 .033 0.057 0.018 0 .018 0.06227 Cart nitidu 0 .039 0.018 0.057 0.080 0.057 0.062 0.067 0.066 0.052 0 .057 0.072 0.047 0.037 0.057 0.028 0 .032 0 .062 ~28 Card mareot 0.039 0 .041 0.009 0 .031 0 .018 0.023 0 .033 0 .018 0 .02 3 0 .047 0 .086 0.037 0 .023 0.076 0.051 0.055 0.08529 Cent clemen 0 .072 0.065 0 .085 0.111 0 .079 0 .089 0 .093 0 .093 0.080 0 .080 0 .119 0.074 0.075 0.104 0 .074 0.079 0 .107 &530 Cent toleta 0 .067 0 .051 0.080 0.105 0.080 0.084 0 .093 0 .088 0.085 0.084 0 .095 0.074 0.061 0.080 0.060 0.065 0 .093
31 Cent americ 0.076 0 .075 0.086 0.115 0.084 0.094 0.103 0 .098 0.095 0.085 0.104 0 .079 0 .080 0.090 0.084 0.084 0.103 e-t--<32 Cent africa 0.090 0.079 0.085 0 .089 0 .084 0.089 0 .098 0 .093 0.089 0.099 0 .109 0.088 0 .089 0.099 0.088 0.084 0.107
&333 Cent dealba 0.058 0 .053 0 .073 0.098 0 .078 0.084 0.092 0.087 0.082 0.083 0 .093 0.072 0 .062 0.077 0.067 0.063 0.09134 Acro repens 0.088 0 .086 0.101 0 .139 0.100 0.100 0.099 0.108 0.101 0.111 0 .115 0.099 0 .090 0.101 0.094 0.080 0.114
35 Chei arbuti 0.072 0 .051 0.071 0 .095 0.071 0.071 0.080 0.070 0.066 0 .094 0.077 0 .084 0 .061 0.072 0.061 0.061 0.070
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Annex 3 (continuació). Matriu de distancies de la regió ITS2, comparant les seq üéncies dues a dues, entre les especies del complex Carthamus-
Carduncellus i els grups extems. S'ha obtingut calculant les insercions/delecions com a dades desconegudes.
18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
18 Cart 1eucoc
19 Card hispan 0 .047
20 Card araneo 0.048 0.000
21 Card pinnat 0 .057 0.019 0.019
22 Card monspe 0.047 0.000 0.000 0.019
23 Card erioce 0.053 0.024 0.024 0 .029 0.024
24 Card he1eni 0.047 0 .023 0.024 0.028 0.023 0.004
25 Card rhapon 0 .070 0 .023 0.023 0 .024 0.019 0.029 0.028
26 Cart tenuis 0 .009 0 .048 0.049 0 .062 0 .048 0.054 0.048 0.072
27 Cart nitidu 0 .023 0 .052 0.053 0 .067 0 .052 0.058 0.052 0 .075 0.018
28 Card mareot 0.042 0.004 0.004 0 .019 0.004 0.019 0.019 0.028 0 .04 3 0 .046
29 Cent c1emen 0.070 0.080 0.081 0.094 0.080 0.072 0.079 0.098 0 .066 0.065 0.074
30 Cent to1eta 0.056 0.075 0.076 0 .090 0 .075 0.077 0.080 0.094 0.052 0.051 0.069 0 .032
31 Cent americ O.OSO 0.085 0.086 0 .100 0 .OS5 O.OSl 0.089 0.103 0 .076 0.075 0.079 0 .OS8 0.09S
32 Cent africa 0.070 O.OSO 0.081 0 .OS5 O.OSO 0.OS7 0.084 0.093 0 .075 0.079 0.079 0 .106 0.093 0.103
33 Cent dea1ba 0.053 0.06S 0.069 0.OS2 0.067 O.OSO 0.078 0.OS2 0.054 0.057 0.072 0.097 0.077 0.OS6 0.052
34 Acro repens O.OSO 0.105 0.107 0.105 0 .105 0.101 0.099 O.llS 0 .077 0.090 0.094 0 .122 O.llS 0.095 O.llS 0.093
35 Chei arbuti 0 .052 0.066 0 .067 0.071 0 .066 0.062 0.066 O.OSO 0 .053 0.056 0.065 0.09S 0.OS4 O.OSO 0.OS5 0 .077 0.095
N
......
00
......
O
:>
~
m
X
O
CI.)
DELIMITACIÓ GENERICA DEL COMPLEX CARTHAMUS-CARDUNCELLUS 219
Annex 4. Matriu construida amb els productes d'amplificació (bandes d'intensitat forta i mitjana)
originats amb els diferents encebadors RAPD.
63 lNDIVIDU8
LEVYI-I LEVYI-2 LEVYI-4 LEVYI-5 LEVYI-6 V40-1 V40-2 V40-3 V40-4 V40-5 8-1772-1 81772-281772-381772-48-1772-13
81851-181851-281851-3 81851-481851-5 81609-1 81609-281609-3 8-1609-68-1609-7 V-27-1 V-27-2 V27-3 V27-4 V27-8 81551-3
81551-481551-781551-11 81551-12-81678-1 81678-281678-381678-481678-581532-1 81532-281532-381532-681532-781656-1
81656-281656-381656-481656-5 V36-1 V36-2 V36-3 V36-4 V36-6 V44-1 V44-2 V44-3 V44-8 81835-181835-281835-381835-4
Al
99999 99999 99999 99999 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 1 11 1 1 0000 0 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1
00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000 0 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 11111 00000 00000 00000 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 0000 1 1 1 1
00000 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1111 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1
00000 1 I 1 1 I 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000 0 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 0000 0000
00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 1 11111 00000 0000 0000
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
11111 1 11 I 1 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 I 1 1 1 o1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1111
00000 00000 1 1 1 1 1 11111 11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00010 00000 00000 00000 0000 0000
11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 0000 0 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9999
00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1111 1111
1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00100 00000 00000 00000 00000 00000 0001 0000
00000 I I I 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
A13
99999 99999 99999 99999 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 99999 9999 9999
00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 0000 1 1 1 1
11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 0000 1111
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1111
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 o1 o01 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 101 10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1111 1111
00000 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
1 1 1 1 1 00000 11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 01000 11111 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 0000 1 1 1 1
00000 1 1 1 1 1 11 1 I I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 1 1 1
00000 00000 1 1 111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
00000 1 1 1 1 1 1 1111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
A20
00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 0000 0000
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11111 0000 1 1 1 1
00000 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 1 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000 1 1 1 1
1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
00000 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1111
1 I I 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I 11 11 1111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0000
11 11 1 1 1 1 1 1 00000 00000 11111 00000 00000 00000 00000 00000 00100 0000 0000
11 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 01000 00000 00000 00000 00000 00010 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 1 1 1 1 1 11111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 00000 1 1 1 1 0000
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Annex 4 (continuació). Matriu construida amb els productes d'amplificació (bandes d'intensitat forta
i mitjana) originats amb els diferents encebadors RAPD.
G2
11111 0 0 0 0 0 00000 00000 00000 00000 11111 11111 11111 11111 11111 1111 0000
00000 11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
11111 0 0 0 0 0 11111 11111 11111 11111 99999 11111 111 I 1 11111 11111 1111 1111
11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 00000 11 111 11111 00000 0000 1111
00000 0 0 0 0 0 00000 00000 00000 00000 11111 11111 00000 00000 00000 0000 1111
11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 00000 11111 11111 00000 1111 1111
11111 11111 00000 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11111 11111 00000 00000 11111 0000 0000
11111 00000 00000 00000 00000 00000 11111 11111 11111 11111 11111 0000 1111
00000 I 1 1 1 1 11111 11111 11111 11111 00000 01000 11111 11111 00000 0000 0000
1 1 1 1 1 11111 11111 11111 11111 11111 00000 00000 11111 11111 11111 0000 1111
00000 0 0 0 0 0 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 1111 1111
00000 11111 11111 11111 00000 00000 11111 11111 11111 11111 00000 1111 0000
11111 00000 00000 00000 11111 11111 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
11111 11111 00000 11111 00000 00000 11111 11111 1 I 111 11111 11111 1111 1111
11111 00000 11111 00000 11111 11111 00000 00000 00000 00000 00000 1111 0000
11111 00000 00000 11111 11111 11111 00000 11111 1 I 1 11 11111 11111 0000 1111
11111 00000 00000 00000 11111 11111 00000 00000 00000 00000 11111 1111 1111
11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 0000 0000
11111 11111 00000 11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
J5
00000 00000 11111 99999 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 1111
00000 1 1 1 1 1 00000 00000 11111 111 I 1 11111 11111 11111 11111 00000 0000 1 1 1 1
11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 1111 0000
00000 11I11 11111 11111 11111 11111 11111 00000 11111 11111 00000 0000 1111
00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 11111 11111 11111 00000 0000 1111
11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 1111 0000
11111 00000 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 0000 1111
1111 I 11111 11111 11111 1 I 11 1 11111 00000 00000 11111 11111 11111 1111 1111
00000 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 1111 1111
1 11 1 I 00000 00000 00000 00000 00000 11111 11111 00000 00000 o1o10 0000 1111
00000 00000 11111 9999~ 11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 1111 o1oo
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 11111 o1o10 0000 1111
00000 00000 11111 11111 1 1 1 1 1 11111 11111 00000 00000 00000 10 101 0000 1111
J9
00000 00000 99999 11111 11111 11111 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
00000 1 1 1 1 1 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 99999 11111 11111 11111 1111 0000
11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 99999 11111 11111 00000 1111 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 0000 1111
00000 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 0000 0000
11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 1111 1111
11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 00000 11111 11111 11111 0000 0000
00000 11111 11111 J 111 1 11111 11111 11 J 11 J 1111 00000 11111 11111 1111 1111
00000 00000 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 1111 1111
11111 11111 11111 11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 1111 0000
00000 11111 11111 11111 11111 I1111 11111 11111 11111 11111 00000 0000 0000
00000 11111 00000 00000 00000 00000 9999 9 00000 00000 00000 11111 0000 0000
11111 00000 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 1111 0000
00000 11111 11111 11111 00000 00000 00000 00000 00000 11111 00000 1111 0000
11111 00000 00000 00000 11111 11111 11111 11111 11111 00000 11111 0000 1111
00000 99999 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 1111 0000
11111 11111 00000 00000 00000 00000 99999 99999 10000 00000 11111 1111 1111
00000 11111 11111 00000 00000 00000 11111 11111 11111 00000 11111 0000 0000
00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 0000 1111
11111 11111 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 11111 1111 1111
00000 00000 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 11111 00000 0000 0000
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Annex 5. Exemples de productes d'amp1ificació amb diferents encebadors RAPD.
Marcadors RAPD generats per l'encebador OPG2. (1-4) Carthamus lanatus 81609; (5-8) Carthamus
lanatus V27; (9-13) Carthamus creticus 81772; (15-17) Carthamus glaucus subsp. glaucus 81551;
(14, 18) Carthamus glaucus subsp. glaucus 81678; (B) control negatiu; (M) escala de longitud de
fragments de DNA.
Marcadors RAPO generats per l'encebador OPJ9. (1-2) Carthamus turkestanicus 81656; (3-4)
Carthamus glaucus subsp. glaucus 81551; (5-6) Carthamus lanatus V27; (7-8) Carthamus lanatus
S1609; (9-10) Carthamus creticus S1851; (11-12) Carthamus leucocaulos V40; (B) control negatiu;
(M) escala de longitud de fragments de DNA.
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Marcadors RAPD generats per l'encebador OPAI3. (1-2) Carthamus dentatus subsp. ruber V44; (3-
4) Carthamus boissieri V36; (5-6) Carthamus tenuis Levy1 ; (7-10) Carthamus lanatus V27; (11-12)
Carthamus lanatus 81609; (13-14) Carthamus creticus 81772; (15-16) Carthamus creticus 81851;
(17-18) Carthamus leucocaulos V40; (B) control negatiu ; (M) escala de longitud de fragments de
DNA.
Marcadors RAPD generats per l'encebador OPA20. (1-6) Carthamus creticus 81851; (7-12)
Carthamus lanatus 81609; (13-18) Carthamus leucocaulos V40; (B) control negatiu; (M) escala de
longitud de fragments de DNA.
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Marcadors RAPO generats per l'encebador OPA3. (1-6) Carthamus leucocaulos V40; (7-9)
Carthamus turkestanicus S1656; (10-12) Carthamus glaucus S1551; (13-18) Carthamus
turkestanicus S1532; (B) control negatiu; (M) escala de longitud de fragments de ONA.
Marcadors RAPO generats per l'encebador OPB8. (1-6) Carthamus lanatus S1609; (7-12)
Carthamus creticus S1851; (13-18) Carthamus leucocaulos V40; (B) control negatiu; (M) escala de
longitud de fragments de DNA.
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Marcadors RAPD generats per l'encebador OPJ5. (1-4) Carthamus lanatus 81609; (5-8) Carthamus
lanatus V27; (9-14) Carthamus creticus 81772; (15-18) Carthamus creticus 81851; (B) control
negatiu; (M) escala de longitud de fragments de DNA.
Marcadors RAPÓ generats per ['encebador OPB7. (1) Carthamus tenuis Levyl; (2) Carthamus
leucocaulos V40; (3-4) Carthamus creticus 81772; (5-6) Carthamus creticus 81851; (7-9)
artltamus lanatus V27; (10-11) Carthamus lanatus 81609; (12-13) Carthamus alexandrinus 81835;
(B) control negatiu ; (M) escala de longitud de fragments de DNA.
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Marcadors RAPD generats per l'encebador OPAl. (1-6) Carthamus lanatus S16Ü9; (7-9) Carthamus
turkestanicus S1656; (10-12) Carthamus glaucus subsp. glaucus S1551; (13-18) Carthamus
turkestanicus S1532; (B) control negatiu; (M) escala de longitud de fragments de DNA.
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Annex 6. Matriu de similitud a partir del coeficient Dice entre les diferents especies utilitzades amb
els marcadors RAPD.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 tenuis1 1.000
2 tenuis2 1.000 1.000
3 tenuis3 1.000 1.000 1.000
4 tenuis4 1.000 1.000 1.000 1.000
5 tenuis5 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
6 leuco1 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 1.000
7 leuco2 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 1.000 1.000
81euco3 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.993 0.993 1.000
91euco4 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.993 0.993 1.000 1.000
10 leuco5 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 1.000 1.000 0.993 0.993 1.000
11 cret1.1 0.434 0.434 0.434 0.434 0.434 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000
12 cret1.2 0.434 0.434 0.434 0.434 0.434 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000
13 cret1.3 0.434 0.434 0.434 0.434 0.434 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000 1.000
14 cret1.4 0.434 0.434 0.434 0.434 0.434 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000 1.000 1.000
15 cret1.5 0.434 0.434 0.434 0.434 0.434 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
16 cret2.1 0.471 0.471 0.471 0.471 0.471 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892
17 cret2.2 0.471 0.471 0.471 0.471 0.471 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892
18 cret2.3 0.471 0.471 0.471 0.471 0.471 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892
19 cret2.4 0.471 0.471 0.471 0.471 0.471 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892
20 cret2.5 0.471 0.471 0.471 0.471 0.471 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892
211anat1.1 0.475 0.475 0.475 0.475 0.475 0.503 0.503 0.500 0.500 0.503 0.718 0.718 0.718 0.718 0.718
221anat1.2 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714
231anat1.3 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714
241anat1.4 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714
251anat1.5 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714
261anat2.1 0.481 0.481 0.481 0.481 0.481 0.524 0.524 0.521 0.521 0.524 0.691 0.691 0.691 0.691 0.691
271anat2.2 0.474 0.474 0.474 0.474 0.474 0.531 0.531 0.527 0.527 0.531 0.681 0.681 0.681 0.681 0.681
281anat2.3 0.492 0.492 0.492 0.492 0.492 0.535 0.535 0.531 0.531 0.535 0.700 0.700 0.700 0.700 0.700
29 lanat2.4 0.481 0.481 0.481 0.481 0.481 0.524 0.524 0.521 0.521 0.524 0.691 0.691 0.691 0.691 0.691
30 lanat2.5 0.463 0.463 0.463 0.463 0.463 0.521 0.521 0.517 0.517 0.521 0.686 0.686 0.686 0.686 0.686
31 glaucus1.1 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531
32 glaucus1.2 0.478 0.478 0.478 0.478 0.478 0.557 0.557 0.567 0.567 0.557 0.541 0.541 0.541 0.541 0.541
33 glaucus1.3 0.482 0.482 0.482 0.482 0.482 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531
34 glaucus1.4 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531
35 glaucus1.5 0.482 0.482 0.482 0.482 0.482 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531
36 glaucus2.1 0.521 0.521 0.521 0.521 0.521 0.521 0.521 0.531 0.531 0.521 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503
37 glaucus2.2 0.517 0.517 0.517 0.517 0.517 0.531 0.531 0.541 0.541 0.531 0.514 0.514 0.514 0.514 0.514
38 glaucus2.3 0.521 0.521 0.521 0.521 0.521 0.521 0.521 0.531 0.531 0.521 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503
39 glaucus2.4 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 0.517 0.517 0.507 0.517 0.517 0.517 0.517 0.517
40 glaucus 2.5 0.507 0.507 0.507 0.507 0.507 0.521 0.521 0.531 0.531 0.521 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503
41 turkes1 .1 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.571 0.571 0.581 0.581 0.571 0.615 0.615 0.615 0.615 0.615
42 turkes1.2 0.492 0.492 0.492 0.492 0.492 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619
43 turkes1.3 0.492 0.492 0.492 0.492 0.492 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619
44turkes1.4 0.492 0.492 0.492 0.492 0.492 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619
45 turkes1.5 0.492 0.492 0.492 0.492 0.492 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619
46 turkes2.1 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638
47 turkes2.2 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638
48 turkes2.3 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638
49 turkes2.4 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638
50 turkes2.5 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638
51 boiss.1 0.567 0.567 0.567 0.567 0.567 0.521 0.521 0.532 0.532 0.521 0.474 0.474 0.474 0.474 0.474
52 boiss.2 0.577 0.577 0.577 0.577 0.577 0.517 0.517 0.528 0.528 0.517 0.455 0.455 0.455 0.455 0.455
53 boiss.3 0.577 0.577 0.577 0.577 0.577 0.532 0.532 0.542 0.542 0.532 0.470 0.470 0.470 0.470 0.470
54 boiss.4 0.588 0.588 0.588 0.588 0.588 0.528 0.528 0.539 0.539 0.528 0.452 0.452 0.452 0.452 0.452
55 boiss.5 0.567 0.567 0.567 0.567 0.567 0.521 0.521 0.532 0.532 0.521 0.474 0.474 0.474 0.474 0.474
56 ruber.1 0.577 0.577 0.577 0.577 0.577 0.521 0.521 0.517 0.517 0.521 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496
57 ruber.2 0.577 0.577 0.577 0.577 0.577 0.521 0.521 0.517 0.517 0.521 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496
58 ruber.3 0.577 0.577 0.577 0.577 0.577 0.521 0.521 0.517 0.517 0.521 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496
59 ruber.4 0.579 0.579 0.579 0.579 0.579 0.553 0.553 0.549 0.549 0.553 0.528 0.528 0.528 0.528 0.528
60 alex.1 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.524 0.524 0.520 0.520 0.524 0.478 0.478 0.478 0.478 0.478
61 alex.2 0.464 0.464 0.464 0.464 0.464 0.520 0.520 0.517 0.517 0.520 0.489 0.489 0.489 0.489 0.489
62 alex.3 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.524 0.524 0.520 0.520 0.524 0.478 0.478 0.478 0.478 0.478
63 alex.4 0.468 0.468 0.468 0.468 0.468 0.524 0.524 0.520 0.520 0.524 0.478 0.478 0.478 0.478 0.478
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Annex 6 (continuació). Matriu de similitud a partir del coeficient Dice entre les diferents especies
utilitzades amb els marcadors RAPD.
16 17 18 19 20 21 22 23 24
16 cret2.1 1.000
17 cret2.2 1.000 1.000
18 cret2.3 1.000 1.000 1.000
19 cre t2.4 1.000 1.000 1.000 1.000
20 cret2.5 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
211a nat1.1 0.750 0.750 0.750 0.750 0.750 1.000
221anat1.2 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746 0.986 1.000
231anat1.3 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746 0.986 1.000 1.000
24 1anat1.4 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746 0.986 1.000 1.000 1.000
25 1ana t1.5 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746 0.986 1.000 1.000 1.000 1.000
26 Iana t2.1 0.724 0.724 0.724 0.724 0.724 0.876 0.875 0.875 0.875 0.875 1.000
27 1anat2.2 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714 0.878 0.863 0.863 0.863 0.863 0.971 1.000
28 1anat2 .3 0.733 0.733 0.733 0.733 0.733 0.870 0.868 0.868 0.868 0.868 0.992 0.965 1.000
291anat2.4 0.724 0.724 0.724 0.724 0.724 0.876 0.875 0.875 0.875 0.875 1.000 0.971 0.992 1.000
30 1anat2.5 0.719 0.719 0.719 0.719 0.719 0.884 0.868 0.868 0.868 0.868 0.978 0.993 0.971 0.978 1.000
31 glaucus1.1 ,0.573 0.573 0.573 0.573 0.573 0.596 0.577 0.577 0.577 0.577 0.579 0.571 0.575 0.579 0.575
32 glauc us1.2 0.583 0.583 0.583 0.583 0.583 0.605 0.586 0.586 0.586 0.586 0.589 0.581 0.585 0.589 0.585
33 glaucus1 .3 0.559 0.559 0.559 0.559 0.559 0.582 0.563 0.563 0.563 0.563 0.593 0.585 0.589 0.593 0.589
34 glaucus1.4 0.573 0.573 0.573 0.573 0.573 0.596 0.577 0.577 0.577 0.577 0.579 0.571 0.575 0.579 0.575
35 glaucus1.5 0.559 0.559 0.559 0.559 0.559 0.582 0.563 0.563 0.563 0.563 0.593 0.585 0.589 0.593 0.589
36 glau cus 2.1 0.571 0.571 0.571 0.571 0.571 0.581 0.561 0.561 0.561 0.561 0.577 0.569 0.573 0.577 0.573
37 glaucu s2.2 0.581 0.581 0.581 0.581 0.581 0.590 0.571 0.571 0.571 0.571 0.587 0.579 0.583 0.587 0.583
38 glaucu s2.3 0.571 0.571 0.571 0.571 0.571 0.581 0.561 0.561 0.561 0.561 0.577 0.569 0.573 0.577 0.573
39 glaucus 2.4 0.585 0.585 0.585 0.585 0.585 0.594 0.575 0.575 0.575 0.575 0.591 0.583 0.587 0.591 0.587
40 glaucus2.5 0.585 0.585 0.585 0.585 0.585 0.594 0.575 0.575 0.575 0.575 0.563 0.555 0.559 0.563 0.559
41 turkes1.1 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638 0.644 0.640 0.640 0.640 0.640 0.684 0.662 0.680 0.684 0.666
42 turkes1. 2 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671
43 turkes1.3 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671
44 turkes1.4 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671
45 turke s1. 5 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671
46 turkes2.1 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662
47 tu rkes2.2 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662
48 turkes2.3 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662
49 turkes2.4 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662
50 turkes2 .5 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662
51 bols s .1 0.514 0.514 0.514 0.514 0.514 0.507 0.500 0.500 0.500 0.500 0.485 0.478 0.481 0.485 0.481
52 boiss.2 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.489 0.482 0.482 0.482 0.482 0.467 0.460 0.463 0.467 0.463
53 bolss.3 0.510 0.510 0.510 0.510 0.510 0.503 0.496 0.496 0.496 0.496 0.481 0.474 0.478 0.481 0.478
54 bois s.4 0.492 0.492 0.492 0.492 0.492 0.486 0.478 0.478 0.478 0.478 0.463 0.471 0.460 0.463 0.460
55 boiss .5 0.514 0.514 0.514 0.514 0.514 0.507 0.500 0.500 0.500 0.500 0.485 0.478 0.481 0.485 0.481
56 ruber.1 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.492 0.485 0.485 0.485 0.485 0.470 0.449 0.467 0.470 0.452
57 ruber.2 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.492 0.485 0.485 0.485 0.485 0.470 0.449 0.467 0.470 0.452
58 ruber.3 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.492 0.485 0.485 0.485 0.485 0.470 0.449 0.467 0.470 0.452
59 ruber.4 0.532 0.532 0.532 0.532 0.532 0.510 0.489 0.489 0.489 0.489 0.474 0.468 0.485 0.474 0.471
60 alex.1 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.493 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.479 0.496 0.500 0.482
61 alex.2 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.510 0.510 0.510 0.510 0.510 0.489 0.506 0.510 0.493
62 alex .3 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.493 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.479 0.496 0.500 0.482
63 alex.4 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.493 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.479 0.496 0.500 0.482
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Annex 6 (continuació). Matriu de similitud a partir del coeficient Dice entre les difcrents especies
utilitzades amb els marcadors RAPD.
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
31 glaucus1.1 1.000
32 glaucus1.2 0.993 1.000
33 glaucus1.3 0.986 0.980 1.000
34 glaucus1.4 1.000 0.993 0.986 1.000
35 glaucus1.5 0.986 0.980 1.000 0.986 1.000
36 glaucus2.1 0.890 0.897 0.904 0.890 0.904 1.000
37 glaucus2.2 0.884 0.891 0.897 0.884 0.897 0.993 1.000
38 glaucus2.3 0.890 0.897 0.904 0.890 0.904 1.000 0.993 1.000
39 glaucus2.4 0.890 0.897 0.904 0.890 0.904 0.986 0.979 0.986 1.000
40 glaucus2.5 0.904 0.911 0.890 0.904 0.890 0.986 0.979 0.986 0.972 1.000
41 turkes1.1 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 1.000
42 turkes1.2 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000
43 turkes1.3 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000 1.000
44 turkes1.4 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000 1.000 1.000
45 turkes1.5 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000 1.000 1.000 1.000
46 turkes2.1 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953
47 turkes2.2 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953
48 turkes2.3 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953
49 turkes2.4 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953
50 turkes2.5 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953
51 boiss.1 0.532 0.542 0.546 0.532 0.546 0.569 0.565 0.569 0.554 0.554 0.553 0.542 0.542 0.542 0.542
52 boiss.2 0.528 0.539 0.542 0.528 0.542 0.579 0.575 0.579 0.565 0.565 0.549 0.539 0.539 0.539 0.539
53 boiss.3 0.528 0.539 0.542 0.528 0.542 0.565 0.561 0.565 0.550 0.550 0.549 0.539 0.539 0.539 0.539
54 boiss.4 0.524 0.535 0.539 0.524 0.539 0.575 0.571 0.575 0.561 0.561 0.545 0.535 0.535 0.535 0.535
55 bolss.5 0.532 0.542 0.546 0.532 0.546 0.569 0.565 0.569 0.554 0.554 0.553 0.542 0.542 0.542 0.542
56 ruber.1 0.539 0.549 0.539 0.539 0.539 0.544 0.540 0.544 0.529 0.544 0.521 0.510 0.510 0.510 0.510
57 ruber.2 0.539 0.549 0.539 0.539 0.539 0.544 0.540 0.544 0.529 0.544 0.521 0.510 0.510 0.510 0.510
58 ruber.3 0.539 0.549 0.539 0.539 0.539 0.544 0.540 0.544 0.529 0.544 0.521 0.510 0.510 0.510 0.510
59 ruber.4 0.555 0.565 0.555 0.555 0.555 0.561 0.557 0.561 0.546 0.561 0.524 0.513 0.513 0.513 0.513
60 alex.1 0.571 0.567 0.571 0.571 0.571 0.551 0.547 0.551 0.537 0.551 0.590 0.581 0.581 0.581 0.581
61 alex.2 0.581 0.577 0.581 0.581 0.581 0.561 0.557 0.561 0.547 0.561 0.600 0.590 0.590 0.590 0.590
62 alex.3 0.571 0.567 0.571 0.571 0.571 0.551 0.547 0.551 0.537 0.551 0.590 0.581 0.581 0.581 0.581
63 alex.4 0.571 0.567 0.571 0.571 0.571 0.551 0.547 0.551 0.537 0.551 0.590 0.581 0.581 0.581 0.581
(continuació)
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
46 turkes2.1 1.000
47 turkes2.2 1.000 1.000
48 turkes2.3 1.000 1.000 1.000
49 turkes2.4 1.000 1.000 1.000 1.000
50 turkes2.5 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
51 boiss.1 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 1.000
52 boiss.2 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.978 1.000
53 boiss.3 0.500 0.500 0.500 0.500 0.500 0.992 0.971 1.000
54 boiss.4 0.496 0.496 0.496 0.496 0.496 0.971 0.992 0.964 1.000
55 boiss.5 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 1.000 0.978 0.992 0.971 1.000
56 ruber.1 0.542 0.542 0.542 0.542 0.542 0.602 0.598 0.598 0.594 0.602 1.000
57 ruber.2 0.542 0.542 0.542 0.542 0.542 0.602 0.598 0.598 0.594 0.602 1.000 1.000
58 ruber.3 0.542 0.542 0.542 0.542 0.542 0.602 0.598 0.598 0.594 0.602 1.000 1.000 1.000
59 ruber.4 0.545 0.545 0.545 0.545 0.545 0.618 0.614 0.614 0.609 0.618 0.978 0.978 0.978 1.000
60 alex.1 0.598 0.598 0.598 0.598 0.598 0.601 0.611 0.597 0.606 0.601 0.531 0.531 0.531 0.534 1.000
61 alex.2 0.608 0.608 0.608 0.608 0.608 0.597 0.606 0.593 0.602 0.597 0.541 0.541 0.541 0.544 0.993
62 alex .3 0.598 0.598 0.598 0.598 0.598 0.601 0.611 0.597 0.606 0.601 0.531 0.531 0.531 0.534 1.000
63 alex.4 0.598 0.598 0.598 0.598 0.598 0.601 0.611 0.597 0.606 0.601 0.531 0.531 0.531 0.534 1.000
(continuació)
61 alex.2
62 alex.3
63 alex.4
61 62 63
1.000
0.9931.000
0.993 1.000 1.000

Annex 7. Alineament de les seqüéncies de la regió ITS del nrDNA de les especies utilitzades en l'estudi d'híbrids.
1
C.glauc
C.leuco
C.lanat
C.turke
C.creti
2
C.glauc
C.leuco
C.lanat
C.turke
C.creti
3
C.glauc
C.leuco
C.lanat
C.turke
C.creti
4
C.glauc
C.leuco
C.lanat
C.turke
C.creti
5
C.glauc
C.leuco
C.lanat
C.turke
C.creti
ITSl
?CGAAG?CTG?ACAGCAGAACGACCCGTGAACATGTAATCACAACCGGGCGTCGTGGGATTGGGTGT?AGCCTTAGCCCTACGATGCTCGT?GGCAT
TCGAAGCCTGCACAGCAGAACGACCCGTgAACATGTAATCACAACCgGGCGTCGTGGGATTGGGTGT?AGCCTTAGCCCTACGATGCTCGTCGGCAT
?????GCCTGCACAGCAGAACGACCCGTGAACATGTAATCACAACcGGGCGTCGTGGGATTGGGTSTGAKCCTTAGCCCTACGATGCTCGTCGGCAT
TCGA?GCCTGCACAGCAGAACGACCCGTGAACATGTAATCACAACCGGGCGTCGTGGGATTGGGTGTGAGCCTTAGCCCTACGATGCTCGT?GGCAT
TCGAAGCCTGCACAGCAGAACGACCCGTGCACATGTAATCACAACCGGGCGTCGTGGGATTGGGTGTGAGCCTTAGCCCTACGATGCTCGTCGGCAT
GCGTGCaAGGTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGACGTTGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGCATGTGCAAGGAAAACAAAACTTAAGA?GGG
GCGTGCAAGGTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGACGTTGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGCATGTGCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGG
GCGTGCAAGGTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGATGTTGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGCATGTCGAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGG
GCGTGCAAGGTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGACGTTGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGCATGTGCAAGGAAAACAAAACTTAAGAAGGG
GCGTACAAGGTGCTTATCTCTAGGCATCGTGGATGTTGTGTCGGCACAAAAACAAACCCCGGCACGCATGTGCAAGGAARACARAASTTAAGAAGGG
ITS 2
TGCGTCTTGTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCA ATCTCGTCGCCCCAGACCATGCTCKCCATGGGGACGTG
TGCGTCTTGTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCA ATCTCGTCGCCCCAGACCACGCTCCCCATGGGGACGTG
TGCGTCTCGTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCA ATCGCGTCGCCCCAGACCATGCTCCCCATGGGGACGTG
TGCGTCTCKTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTTCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCA ATCGCGTCGCCCCAGACCATGCTCTCGATGGGSACGTG
TGCGTCTSRTGTTGCCCCGTTTTCGGTGTGCACACGGGTCGTGGCCTCTCATTAACCA ATCGCGTCGCCCCAGACCATGCTCCCCATGGGGACGTG
TTTGGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTCATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTGTcAA
TTTGGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTCATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTGTCAA
TTTGGTCTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTCATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTGTCAA
TTTGGTYTGGSACGGAGACTGGTTTCCCGTGCTCATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGG?GGATGCACGGCTAGTGGTGGTTGTCAA
TTTGGTMTGGGACGGAGACTGGTCTCCCGTGCTCATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTGTCAA
GTCCTTCGTATCGAGCCGTGCTGATGCTAGGGAATCGCTCTCTAAAGAMCCTAACGTGTCGTCTTTACGACGATGCTTCGA
GGCCTTCGTATCGAG?CGTGCTGATGCTAGGGAATCGCTCTCTAAAgaCCCTAACGTGTCGTCTTTACGACGATGCTTCGA
GGCCTTCGTATCGAGCCGTGTTGATGCTAGGGAATCGCTCTCTAAAGACCCTAACGTGTCGTCTTTACGACGATGCTTCGA
GGCCTTCGTATCGAGCCGTGCTGATGCTAGGSAATTGMTTTTTAAAGACCCTAACGTGTCGTCTTTACGACGATGCTTTG?
GGCCTTCGTATCGAGCCGTGCTGATGCTAGGGAATCGCTCTCWAAAGACCCTAACGTGTCGTCTTTACGACGATGCTTCGA
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Annex 8. Alineament de les seqüéncies de la regió trnL-trnF de les especies utilitzades en l'estudi d'híbrids.
~
1
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
2
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
3
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
4
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
5
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
ACTTAATTGGATTGAGCCTTGGTATGGAAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAAATGGGCAATCCTGAGCC
ACTTAATTGGATTGAGCCTTGGTATGGAAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAAATGGGCAATCCTGAGCC
ACTTAATTGGATTGAGCCTTGGTATGGAAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAAATGGGCAATCCTGAGCC
ACTTAATTGGATTGAGCCTTGGTATGTAAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAAATGGGCAATCCTGAGCC
ACTTAATTGGATTGAGCCTTGGTATGGAAACTTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAATAAAAATGGGCAATCCTGAGCC
AAACACGTTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAAAGCGAAAATCAAAAAGGCTAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACGAATGGAGTT
AAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAAAGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACGAATGGAGTT
AAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAAAGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACGAATGGAGTT
AAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAAAGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACGAATGGAGTT
AAATCACGTTTTCCGAAAACAAACAAAGGTTCAGAAAGCGAAAATCAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCGATGGAAGCTGTTCTAACGAATGGAGTT
GATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATCGAAACTTCATAAAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCG
GATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATCGAAACTTCATAAAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCG
GATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATCGAAACTTCATAAAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCG
GATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATCGAAACTTCATAAAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCG
GATTGTCTTACGTTGGTAGAGGAATCCTTCTATCGAAACTTCATAAAAGATGAAGGATAAACCTGTATACATAATATAGAAGAATTGTTGTGAATCG
ATTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGATCAAACAATTCACTCCATAATCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATA
ATTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGATCAAACAATTCACTCCATAATCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATA
ATTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGATCAAACAATTCACTCCATAATCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATA
ATTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGATCAAACAATTCACTCCATAATCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATA
ATTCCATATTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGATCAAACAATTCACTCCATAATCTGATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATA
AAGATAGAGTCCCGTTCTACATGTCAATAGCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
AAGATAGAGTCCCGTTCTACATGTCAATAGCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
AAGATAGAGTCCCGTTCTACATGTCAATAGCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
AAGATAGAGTCCCGTTCTACATGTCAATAGCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
AAGATAGAGTCCCGTTCTACATGTCAATAGCGGCAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAATCCGTCGATTTAAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
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Annex 8 (continuació). Alineament de les seqüéncies de la regió trnL-trnF de les especies ut ilitzades en l' estudi d'híbrids.
N
VJ
0'\
6
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C. g l a u
7
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
8
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
9
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
10
C.turk
C.lana
C.cret
C.leuc
C.glau
CTCTATCCCCAAAAAGACCCTTTGACTCCCTAATTATTTCTCCTATCCTTTATTGTTTATTTTATCCTTTTTCCTTAGCGGTTCAAA
CTCTATCCCCAAAAAGACCCTTTGACTCCCTAATTATTTCTCCTATCCTTTATTGTTTATTTTATCCTTTTTCCTTAGCGGTTCAAA
CTCTATCCCCAAAAAGACCCTTTGACTCCCTAATTATTTCTCCTATCCTTTATTGTTTATTTTATCCTTTTTCCTTAGCGGTTCAAA
CTCTATCCCCAAAAAGACCCTTTGACTCCCTAATTATTTCTCCTATCCTTTATTGTTTATTTTATCCTTTTTCCTTAGCGGTTCAAA
CTCTATCCCCAAAAAGACCCTTTGACTCCCTAATTATTTCTCCTATCCTTTATTGTTTATTTTATCCTTTTTCCTTAGCGGTTCAAA
ATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGGGTCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATA
ATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGGGTCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATA
ATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGGGTCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATA
ATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGGGTCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATA
ATTCCTTATCTTTTCTTTCTCATTCACTACTCTTTATACAAATGGGTCTGAGCGGAAATGCTGTTCTCTTATCACATGTGATATATA
TGATACATATACAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGAAACTTAC
TGATACATATACAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGAAACTTAC
TGATACATATACAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGAAACTTAC
TGATACATATACAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGAAACTTAC
TGATACATATACAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACGATCGATATTTTTATTCATACTGAAACTTAC
AAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCGAGTCATCTAGTAAAA
AAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCGAGTCATCTAGTAAAA
AAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCGAGTCATCTAGTAAAA
AAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACNCAGACCCGAGTCATCTAGTAAAA
AAAGTTGTTCTTTTGACAAATTATAGGACCTGGATGAGGCTTTGTAATACCCTTTCAATTGACATAGACCCGAGTNATCTAGTANAA
TGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGGATAGCTACAGTTGGTAGAGCAGAGGACTAAAG
TGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGGATAGCTACAGTTGGTAGAGCAGAGGACTNAAG
TGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGGATAGCTACAGTTGGTAGAGCAGAGGACNNAAN
TGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGGATAGCTACAGTTGGTAGAGCAGANNACTNAAG
TGAAAATGAGGATGAGACATCAGGAATAGTTGGGATAGNTACAGTTGGNNGANNANNGNNCNAANN
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Annex 9. Matriu de similitud a partir del coeficient Dice entre les diferents especies utilitzades en
l'estudi d'híbrids amb els marcadors RAPD.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 leuco1 1.000
2 leuco2 1.000 1.000
3 leuco3 0.993 0.993 1.000
4 leuco4 0.993 0.993 1.000 1.000
5 leuco5 1.000 1.000 0.993 0.993 1.000
6 cretl1.1 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000
7 creti1.2 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000
8 creti1.3 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000 1.000
9 creti1.4 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000 1.000 1.000
10 creti1.5 0.690 0.690 0.699 0.699 0.690 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
11 creti2.1 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 1.000
12 creti2.2 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 1.000 1.000
13 creti2.3 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 1.000 1.000 1.000
14 creti2.4 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 1.000 1.000 1.000 1.000
15 creti2.5 0.722 0.722 0.717 0.717 0.722 0.892 0.892 0.892 0.892 0.892 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
161anat1 .1 0.503 0.503 0.500 0.500 0.503 0.718 0.718 0.718 0.718 0.718 0.750 0.750 0.750 0.750 0.750
17 lanat1.2 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746
181anat1.3 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746
191anat1.4 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746
201anat1.5 0.496 0.496 0.493 0.493 0.496 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714 0.746 0.746 0.746 0.746 0.746
21 lanat2.1 0.524 0.524 0.521 0.521 0.524 0.691 0.691 0.691 0.691 0.691 0.724 0.724 0.724 0.724 0.724
221anat2.2 0.531 0.531 0.527 0.527 0.531 0.681 0.681 0.681 0.681 0.681 0.714 0.714 0.714 0.714 0.714
231anat2.3 0.535 0.535 0.531 0.531 0.535 0.700 0.700 0.700 0.700 0.700 0.733 0.733 0.733 0.733 0.733
241anat2.4 0.524 0.524 0.521 0.521 0.524 0.691 0.691 0.691 0.691 0.691 0.724 0.724 0.724 0.724 0.724
25 ianat2.5 0.521 0.521 0.517 0.517 0.521 0.686 0.686 0.686 0.686 0.686 0.719 0.719 0.719 0.719 0.719
26 glaucus1.1 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531 0.573 0.573 0.573 0.573 0.573
27 glaucus1.2 0.557 0.557 0.567 0.567 0.557 0.541 0.541 0.541 0.541 0.541 0.583 0.583 0.583 0.583 0.583
28 glaucus1.3 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531 0.559 0.559 0.559 0.559 0.559
29 glaucus1 .4 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531 0.573 0.573 0.573 0.573 0.573
30 glaucus1.5 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.531 0.531 0.531 0.531 0.531 0.559 0.559 0.559 0.559 0.559
31 glaucus2.1 0.521 0.521 0.531 0.531 0.521 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.571 0.571 0.571 0.571 0.571
32 glaucus2.2 0.531 0.531 0.541 0.541 0.531 0.514 0.514 0.514 0.514 0.514 0.581 0.581 0.581 0.581 0.581
33 glaucus2.3 0.521 0.521 0.531 0.531 0.521 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.571 0.571 0.571 0.571 0.571
34 glaucus2.4 0.507 0.507 0.517 0.517 0.507 0.517 0.517 0.517 0.517 0.517 0.585 0.585 0.585 0.585 0.585
35 glaucus2.5 0.521 0.521 0.531 0.531 0.521 0.503 0.503 0.503 0.503 0.503 0.585 0.585 0.585 0.585 0.585
36 turkes1.1 0.571 0.571 0.581 0.581 0.571 0.615 0.615 0.615 0.615 0.615 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638
37 turkes1.2 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643
38 turkes1.3 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643
39 turkes1.4 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643
40 turkes1.5 0.561 0.561 0.571 0.571 0.561 0.619 0.619 0.619 0.619 0.619 0.643 0.643 0.643 0.643 0.643
41 turkes2.1 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676
42 turkes2.2 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676
43 turkes2.3 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676
44 turkes2.4 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676
45 turkes2.5 0.593 0.593 0.589 0.589 0.593 0.638 0.638 0.638 0.638 0.638 0.676 0.676 0.676 0.676 0.676
(continuació)
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31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
31 glaucus2.1 1.000
32 glaucus2.2 0.993 1.000
33 glaucus2.3 1.000 0.993 1.000
34 glaucus2.4 0.986 0.979 0.986 1.000
35 glaucus2.5 0.986 0.979 0.986 0.972 1.000
36 turkes1.1 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 1.000
37 turkes1.2 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000
38 turkes1.3 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000 1.000
39 turkes1.4 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000 1.000 1.000
40 turkes1.5 0.767 0.775 0.767 0.753 0.753 0.993 1.000 1.000 1.000 1.000
41 turkes2.1 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953 1.000
42 turkes2.2 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953 1.000 1.000
43 turkes2.3 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953 1.000 1.000 1.000
44 turkes2.4 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953 1.000 1.000 1.000 1.000
45 turkes2.5 0.744 0.753 0.744 0.731 0.744 0.946 0.953 0.953 0.953 0.953 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
161anat1.1 1.000
171anat1.2 0.986 1.000
18 lanat1.3 0.986 1.000 1.000
19 lanat1.4 0.986 1.000 1.000 1.000
20 lanat1.5 0.986 1.000 1.000 1.000 1.000
21 lanat2.1 0.876 0.875 0.875 0.875 0.875 1.000
22 lanat2.2 0.878 0.863 0.863 0.863 0.863 0.971 1.000
23 lanat2.3 0.870 0.868 0.868 0.868 0.868 0.992 0.965 1.000
24 lanat2.4 0.876 0.875 0.875 0.875 0.875 1.000 0.971 0.992 1.000
25 lanat2.5 0.868 0.868 0.868 0.868 0.868 0.978 0.993 0.971 0.978 1.000
26 glaucus1.1 0.596 0.577 0.577 0.577 0.577 0.579 0.571 0.575 0.579 0.575 1.000
27 glaucus1.2 0.605 0.586 0.586 0.586 0.586 0.589 0.581 0.585 0.589 0.585 0.993 1.000
28 glaucus1.3 0.582 0.563 0.563 0.563 0.563 0.593 0.585 0.589 0.593 0.589 0.986 0.980 1.000
29 glaucus1.4 0.596 0.577 0.577 0.577 0.577 0.579 0.571 0.575 0.579 0.575 1.000 0.993 0.986 1.000
30 glaucus1.5 0.582 0.563 0.563 0.563 0.563 0.593 0.585 0.589 0.593 0.589 0.986 0.980 1.000 0.986 1.000
31 glaucus2.1 0.581 0.561 0.561 0.561 0.561 0.577 0.569 0.573 0.577 0.573 0.890 0.897 0.904 0.890 0.904
32 glaucus2.2 0.590 0.571 0.571 0.571 0.571 0.587 0.579 0.583 0.587 0.583 0.884 0.891 0.897 0.884 0.897
33 glaucus2.3 0.581 0.561 0.561 0.561 0.561 0.577 0.569 0.573 0.577 0.573 0.890 0.897 0.904 0.890 0.904
34 glaucus2.4 0.594 0.575 0.575 0.575 0.575 0.591 0.583 0.587 0.591 0.587 0.890 0.897 0.904 0.890 0.904
35 glaucus2.5 0.594 0.575 0.575 0.575 0.575 0.563 0.555 0.559 0.563 0.559 0.904 0.911 0.890 0.904 0.890
36 turkes1.1 0.644 0.640 0.640 0.640 0.640 0.684 0.662 0.680 0.684 0.666 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746
37 turkes1.2 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746
38 turkes1.3 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746
39 turkes1.4 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746
40 turkes1.5 0.649 0.644 0.644 0.644 0.644 0.689 0.666 0.684 0.689 0.671 0.733 0.728 0.746 0.733 0.746
41 turkes2.1 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738
42 turkes2.2 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738
43 turkes2.3 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738
44 turkes2.4 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738
45 turkes2.5 0.666 0.662 0.662 0.662 0.662 0.680 0.657 0.675 0.680 0.662 0.738 0.733 0.738 0.738 0.738

